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Chez une bactérie, la régulation de l’expression génétique est essentielle afin de maintenir 
l’équilibre, s’assurer du bon fonctionnement des processus cellulaires et mieux s’adapter aux 
changements environnementaux. Elle peut s’effectuer à plusieurs niveaux (la transcription, la 
traduction et la synthèse ou la dégradation des protéines), et par le bais de différents mécanismes, 
dont les protéines, font le plus grand part de cette régulation. Cependant, au début des années 2000, 
une découverte fascinante a mis en évidence un nouveau mécanisme de régulation dont l’ARN est 
l’acteur principal. Ce sont les riborégulateurs (riboswitches). Ces derniers sont localisés dans la 
partie non traduite de certains ARNmessagers (ARNm) et capable de lier un ligand spécifique sans 
l’intervention des protéines, afin de réguler l’expression génique du gène d’intérêt. Aujourd’hui, 
plusieurs familles de riborégulateurs sont caractérisées, entre autres les riborégulateurs c-di-GMP. 
Ces derniers sont présents chez plusieurs espèces bactériennes notamment les bactéries pathogènes 
telles que Clostridium difficile, une bactérie nosocomiale opportuniste qui a causé des problèmes 
majeurs durant les dernières années, vu sa multirésistance aux antibiotiques. Le séquençage de son 
génome a révélé la présence de 66 riborégulateurs dont 16 sont des riborégulateurs c-di-GMP. Il a 
été proposé que parmi ces derniers, certains régulent l’expression des gènes impliqués dans deux 
phénotypes essentiels chez C. difficile : la motilité et la formation du biofilm. 
 
La présente étude porte sur la caractérisation structurale et fonctionnelle de deux riborégulateurs 
c-di-GMP chez le C. difficile, le Cdi1-1 et Cdi1-12, qui se trouvent en amont du gène CD1990 et 
le gène CD2830 (ZmpI) respectivement. Au début, nous avons prédit les deux structures liées (en 
présence du ligand) et non liées (en absence du ligand). Nous avons ainsi démontré qu’un des deux 
riborégulateurs (Cdi1-12) est fonctionnel et capable de lier le c-di-GMP in vitro. Ensuite, nous 
avons caractérisé les changements structuraux potentiels lors de l’interaction riborégulateur Cdi1-
12/ligand. Nous avons également caractérisé le mécanisme de régulation en cis du riborégulateur 
Cdi1-12 in vitro et nous avons constaté que c’est un riborégulateur transcriptionnel Rho-
indépendant. À la fin de notre étude, nous avons confirmé le mode de régulation de ce 
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1. INTRODUCTION  
 
 
1.1 Clostridium difficile (Peptoclostridium difficile) 
 
Clostridium difficile est un bacille Gram positif, anaérobie strict appartenant au genre 
Clostridium. Cette bactérie est l’agent pathogène responsable d’infections intestinales 
nosocomiales. En 1978, il a été identifié comme la principale cause de la colite 
pseudomembraneuse, une infection grave caractérisée par une inflammation de la paroi 
intestinale et l’agent causal des diarrhées nosocomiales (DACD) (Bartlett and Gerding, 2008). 
Les DACD sont associées à un taux élevé de morbidité et mortalité, qui est causé principalement 
par la dissémination de la souche virulente BI/NAP1/027 (Efron and Mazuski, 2009). En 2005, 
une augmentation majeure dans l’émergence des infections dues à C. difficile (CDI) a été 
rapportée, où le nombre de cas était de 84 sur 10 000, soit trois fois le nombre des cas rapportés, 
en 2001 (Kelly and LaMont, 2008). La plupart des CDIs sont contractées, en milieu hospitalier, 
et ces dernières sont associées à la prise d’antibiotiques. Vu la multirésistance de cette bactérie, 
l’antibiothérapie peut éventuellement affecter l’équilibre de la flore commensale et augmenter 
le risque d’infection (McDonald et al., 2005). La transmission des CDIs et des DACDs est 
effectuée dans l’environnement hospitalier entre les patients. Dans ce cas, la bactérie est sous la 
forme d’une spore, extrêmement résistante à tout milieu défavorable à la croissance de C. 
difficile. La spore survit en présence d’oxygène et dans l’extrême acidité de l’estomac. 
Aujourd’hui, les CDI et les DACD sont considérées un fléau mondial et un danger majeur, du 
fait que ces infections nosocomiales ont surpassé les infections dues au Staphyloccocus aureus 
résistant à la méthicilline (SARM). Les antibiotiques utilisés, pour traiter ces infections, sont : 
la vancomycine (Kelly and LaMont, 2008), un antibiotique qui a un effet bactéricide sur les 
bactéries à Gram positif et le métronidazole, qui est utilisé pour lutter contre les bactéries 
anaérobiques. Récemment, un nouvel antibiotique a été mis sur le marché, appelé fidaxomicine 
(Leeds et al., 2014). Ce dernier a un effet bactéricide sur C. difficile et se caractérise par une 
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période plus longue avant la récurrence (28 jours). Dans la plupart des cas, l’antibiothérapie 
contre CDI et DACD échoue compte tenu de l’apparition des nouvelles souches multirésistantes 
et hyper virulentes (Kuijper et al., 2006).  
 
1.1.1 Cycle de vie et pathogenèse 
 
1.1.1.1 Cycle de vie 
 
C. difficile  fait partie de la flore microbienne intestinale de 2 à 5 % des adultes sains (Libby and 
Bearman, 2009), ainsi appelés porteurs sains. La transmission se fait par la voie: fécale-orale 
(Yoo and Lightner, 2010). L’infection est due à l’ingestion de deux formes : végétative et 
sporulée. Vu la résistance des spores aux conditions extrêmes telles que la chaleur et divers 
désinfectants (Kuijper et al., 2006) , elles sont les seules qui survivent à l’acidité de l’estomac 
et qui atteignent l’intestin. Les spores germent après exposition aux sels biliaires (Poutanen and 
Simor, 2004) et les cellules bactériennes sont prêtes à se multiplier, à coloniser le côlon et à se 
déplacer grâce aux flagelles (Wilson, 1993). 
 
1.1.1.2 Pathogenèse  
 
Deux principaux facteurs de virulence caractérisent C. difficile, l’entérotoxine A (TcdA) et la 
cytotoxine B (TcdB). Ces dernières sont principalement impliquées dans l’établissement de la 
virulence chez la bactérie. Les toxines TcdA et TcdB sont des glucosyltransférases qui ciblent 
et inactivent les protéines de la famille Rho. Ces protéines sont des GTPases possédant un rôle 
principal dans la régulation, le maintien de l’intégrité du cytosquelette d’actine   et dans la 
migration cellulaire (Jaffe and Hall, 2005). La majorité des souches produisent les deux toxines, 
alors que 2 à 5 % produisent seulement la toxine TcdB (Kuipers and Surawicz, 2008). Des 
études in vivo ont démontré que la toxine TcdB est essentielle pour la virulence de la bactérie. 
Par contre, une souche produisant seulement la toxine TcdA était considérée non virulente 
(Lyras et al., 2009). Une année plus tard, une étude a montré que les souches produisant la toxine 
TcdA peuvent causer une activité cytotoxique qui sera  ensuite traduite en virulence (Kuehne et 
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al., 2010). . En général, après la colonisation du colon, C. difficile prolifère et produit ces toxines 
et, lors de ce processus, un dysfonctionnement de la barrière intestinale résulte et provoque une 
mauvaise rétention d’eau, ce qui cause des diarrhées aigües. Elles sont également la cause de la 
colite pseudomembraneuse. En effet, c’est l’inflammation qui résulte de cette réponse, 
endommage les tissus et mène à la formation d’une pseudomembrane. Chez C. difficile (figure 
1). D’autres facteurs  peuvent contribuer de façon directe ou indirecte dans l’établissement de 
la virulence. Il a été démontré que certaines protéines appelées adhésines peuvent être 
impliquées dans l’infection de l’hôte. Cette adhésion est indispensable à l’expression et à la 
production de certains facteurs de virulence. Par exemple, les protéines SLP se situent dans la 
surface membranaire et leur implication dans le processus d’infection chez C. difficile a été mise 
en évidence (Calabi et al., 2002). Les protéines flagellaires, qui sont responsables de 
l’attachement de la bactérie aux cellules de la muqueuse intestinale, jouent aussi un rôle dans 
l’infection, où une étude a montré que la production des toxines chez C. difficile est modulée 
par l’opéron flagellaire (Aubry et al., 2012), l’adhésion (Tasteyre et al., 2001) et la formation 
du biofilm (Dapa and Unnikrishnan, 2013).  
 
  
Rupnik et al., 2009 
Figure 1. Pathogénicité et production des toxines chez C. difficile. 
Les bactéries adhèrent aux cellules de l’hôte et produisent les toxines TcdA et TcdB. La toxine 
TcdA lie le côté apical des cellules tandis que la toxine TcdB lie préférentiellement la membrane 
basolatérale des cellules. Suite à l’internalisation des toxines, elles provoquent des changements 
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dans le cytosquelette d’actine qui va déstabiliser les jonctions serrées et perturber l’étanchéité 
de la barrière épithéliale. La destruction des jonctions serrées permet aux toxines de traverser 
l’épithélium. TcdA et TcdB vont alors induire le relâchement de médiateurs inflammatoires, de 
phagocytes et de mastocytes qui vont, eux, causer de l’inflammation et l’accumulation de 




1.2.1 Diguanosine monophosphate cyclique 
 
La diguanosine monophosphate cyclique (c-di-GMP) est un messager secondaire ubiquitaire 
impliqué dans la signalisation chez nombreuses bactéries. En 1987, et par les travaux du r Mosh 
Benziman et de son équipe, il a été montré pour la première fois, que le c-di-GMP module la 
synthèse de la cellulose chez Gluconacetobacter xylinus. En effet, le c-di-GMP est un activateur 
allostérique de la cellulose synthase (Ross et al., 1987). Deux protéines contenant les domaines 
GGDEF (les diguanylates cyclase) et EAL (les phosphodiestérases) sont impliquées dans la 
synthèse et la dégradation du c-di-GMP. En général, le c-di-GMP stimule la synthèse des 
adhésines et la matrice polysaccharides, ce qui favorise la formation de biofilm et inhibe la 
mobilité chez différentes espèces bactériennes (Jenal, 2004). Chez Vibrio cholerae, ce messager 
secondaire est impliqué dans la virulence. Effectivement, cette bactérie exprime la protéine VieA 
qui possède un domaine CheY-EAL-HTH et régule positivement l’expression des gènes de 
virulence toxT (un régulateur transcriptionnel) et ctxAB (toxine du choléra) (Cotter and Stibitz, 
2007). Le c-di-GMP joue aussi un rôle dans la production des antibiotiques chez Serratia sp qui 
produit la prodigiosine, une molécule utilisée pour des intérêts d’antibiothérapie (Williamson et 
al., 2005). 
 
1.2.2 La synthèse et la dégradation du c-di-GMP 
 
Le c-di-GMP se trouve principalement chez les Eubactéries. Sa présence intracellulaire est 
contrôlée par deux types de protéines. La première est la diguanylate cyclase (DGC) qui le 
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synthétise à partir de deux molécules de GTP. Cette protéine est composée d’un dimère de deux 
sous-unités contenant le domaine GGDEF et un site actif appelé le site A qui est localisé entre 
ces deux sous unités (Chan et al., 2004). La deuxième est la phosphodiestérase (PDE) qui 
dégrade le c-di-GMP en 5'-phosphoguanylyl-(3'-5')-guanosine (pGpG). L’activité enzymatique 
de la phosphodiésterase est essentiellement associée à deux domaines, le domaine EAL ou le 
domaine HD-GYP (Christen et al., 2005) (figure 2). Le premier type de PDE, contenant le 
domaine EAL, exige le Mg2+ et le Mn2+ pour son activité catalytique, alors qu’elle est inhibée 




Figure 2. La structure et le fonctionnement du c-di-GMP. 
Les concentrations intracellulaires du c-di-GMP sont contrôlées par deux protéines, les 
diguanylates cyclase (DGC), ayant le domaine GGDEF (en rouge), et les phosphodiestérases 
(PDE), ayant les domaines EAL ou HD-GYP (en bleu). Le c-di-GMP est synthétisé, à partir de 
deux molécules de GMP, par le domaine GGDEF et dégradé en pGpG par le domaine EAL ou 
en deux molécules de GTP par le domaine HD-GYP. Le c-di-GMP est reconnu par divers 





1.2.3 La signalisation par le c-di-GMP chez C. difficile 
 
Le génome de C. difficile code pour 37 protéines contenant les domaines nécessaires impliqués 
dans la synthèse et la dégradation du c-di-GMP (Bordeleau et al., 2011). Cela suggère la grande 
importance de ce messager secondaire dans la régulation des différents processus biologiques 
chez C. difficile. Plusieurs études menées sur ce sujet ont démontré le rôle du c-di-GMP dans la 
mobilité de la bactérie. En effet, une concentration intracellulaire élevée de ce dernier favorise 
la formation du biofilm. Toutefois, une concentration basse stimule la mobilité (Purcell et al., 
2012). Durant une étude mettant en évidence l’importance de la régulation par le c-di-GMP, 
chez C. difficile, des chercheurs ont démontré que le messager secondaire inhibe l’expression 
de l’opéron flagellaire flgB, incluant le gène sigD qui active l’expression du gène tcdR codant 
pour un facteur sigma nécessaire pour la production de la toxine TcdC. L’augmentation 
intracellulaire du c-di-GMP peut donc inhiber la production des toxines (McKee et al., 2013). 
Une autre étude récente a démontré que le c-di-GMP régule positivement l’expression des deux 
gènes T4P, pilA1 et pilB1 qui sont responsables de la formation du pili et de l’agrégation 
cellulaire, par l'intermédiaire d’un riborégulateur c-di-GMP de type II, qui réside dans leur 
5’UTR. En effet, la liaison du c-di-GMP au riborégulateur induit l’expression des deux gènes et 
favorise l’agrégation des cellules (Bordeleau et al., 2015) 
 
1.2.4 Les récepteurs du c-di-GMP 
 
Les différents mécanismes de régulation entourant le c-di-GMP sont devenus de plus en plus 
explorés, du fait que plusieurs genres bactériens possèdent un système de signalisation par ce 
messager secondaire, ce qui suggère son importance dans les processus biologiques. Le c-di-
GMP est reconnu par plusieurs récepteurs, et il existe plusieurs protéines contenant des sites 
spécifiques liant le messager secondaire. Le c-di-GMP peut lier fortement et de façon 
allostérique des enzymes et des protéines contenant son site spécifique de reconnaissance. Les 
domaines GGDEF et les EAL dégénérés dont l’activité catalytique est absente peuvent aussi lier 
le c-di-GMP par leurs site I , ce qui entraine une rétro-inhibition (Newell et al., 2009 ; Chan et 
al., 2004). Un autre récepteur largement étudié, la protéine contenant le domaine PilZ, a été 
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identifié pour la première fois chez Pseudomonas aeruginosa (Alm et al., 1996). Il a été suggéré 
que le domaine PilZ présent dans les sous-unités de la cellulose synthase BcsA de G. xylinus est 
responsable de la liaison du c-di-GMP (Amikam and Galperin, 2006). Effectivement, cette 
hypothèse a été testée et confirmée dans le cas des deux protéines contenant les domaines PilZ, 
YcgR et BcsA présentes chez E. coli et G. xylinus, respectivement (Ryjenkov et al., 2006). 
 
1.3 L’expression génique 
 
L’ADN (acide désoxyribonucléique) est la macromolécule biologique qui contient 
l’information génétique nécessaire au fonctionnement des cellules. En réponse à des signaux 
vitaux, des sections sont exprimées pour aboutir à des protéines fonctionnelles. Selon le 
paradigme actuel de la biologie moléculaire, l’ADN est transcrit en une forme intermédiaire 
appelée l’ARN messager (acide ribonucléique messager, ARNm), qui est considéré comme une 
forme temporaire et stable. En effet, la fonction des protéines est primordiale, tandis que 
l’ARNm n’est qu’un intermédiaire temporaire transportant l’information qui sera traduite en 
protéine par l’intermédiaire de deux molécules : le ribosome et l’ARN de transfert (ARNt). Les 
protéines synthétisées sont impliquées dans diverses fonctions cellulaires telles la signalisation, 
les réactions métaboliques, le transport des molécules ainsi que dans la composition de la 
membrane elle-même. 
 
1.3.1 L’ADN  (l’acide désoxyribonucléique)  
 
L’ADN a été découvert en 1869, et sa structure en double hélice a été mise en évidence cent ans 
après (Watson et Crick, 1953). Les informations génétiques que cette molécule contient peuvent 
être transportées d’une génération à une autre. D’abord, l’ADN se réplique pour mener à la 
formation d’une copie identique, qui est transférée des cellules mères aux cellules filles, puis 
les deux brins se séparent et chacun d’eux sert comme matrice pour la synthèse du nouveau brin 
complémentaire. Cette complémentarité permet l’appariement et, par conséquent, la 
reconstitution de la double hélice. Ce processus est assuré grâce à une machinerie enzymatique 
appelée l’ADN polymérase, l’enzyme qui synthétise le brin complémentaire après le 
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déroulement de l’ADN. Pour exprimer l’information contenue dans l’ADN, une étape 
primordiale appelée la transcription commence. Ce processus va permettre de transmettre 
l’information génétique sous une autre forme appelée l’ARNm. D'autres molécules sont 
impliquées dans la transcription, et la plus importante est l’ARN polymérase, qui transcrit 
l’ARN messager à partir de l'ADN.  
 
1.3.2 L’ARN (l’acide ribonucléique) 
 
L’ARN est une molécule constituée d’un enchainement de nucléotides. Chaque nucléotide est 
composé d’un ribose qui remplace le désoxyribose dans l’ADN, une base azotée et un 
groupement phosphate. Les bases azotées qui composent l’ARN sont l’adénine (A), la guanine 
(G), la cytosine (C) et l’uracile (U), qui remplace la thymine dans l’ADN. L’ARN peut se replier 
sur lui-même et former une structure stable plus complexe. Cette dernière est le résultat de la 
formation des ponts d’hydrogène entre le groupement OH en position 2’ du ribose avec les bases 
azotées, les oxygènes ou bien d’autres riboses. Comme il s’agit encore d’appariements entre les 
bases par complémentarité, qui aboutit à une structure appelée la structure secondaire, et comme 
il s’agit aussi d’autres interactions dites non canoniques, les interactions à longue distance 
peuvent contribuer à la formation d’une structure appelée la structure tertiaire. 
 
1.3.3 La régulation génétique par les ARNs 
 
1.3.3.1 Les ARNs non codants 
 
Initialement, l’ARNm, appelé également l’ARN codant, a été considéré comme la copie 
intermédiaire portant l’information génétique entre l’ADN et la protéine. Mais, au début des 
années 80, il a été démontré que l’ARN n’agit pas qu’en simple transporteur d’information 
génétique. En effet, il peut aussi avoir des fonctions cellulaires importantes et parfois 
primordiales pour la cellule. La découverte des ARNs non messagers a donné naissance à deux 
groupes : les ARNs codants et les ARNs non codants. Les ARNs non codants sont transcrits du 
génome, mais ils ne codent pas pour des protéines. Au cours des dernières années, le rôle de ces 
 25 
 
derniers a été largement étudié tant chez les eucaryotes que chez les procaryotes. Parmi ces 
ARNs, on distingue les ARNs ribosomiques qui sont associés aux protéines composant le 
complexe ribonucléoprotéique de la machinerie de la traduction, le ribosome (Nissen et al., 
2000), les ARNs de transfert qui interviennent dans la synthèse des protéines (Cusack, 1997), 
les introns qui font partie d’un gène, mais qui sont excisés lors de l’épissage de l’ARN messager 
chez les eucaryotes (Berget et al., 1977). D’autres ARNs non codants jouent un rôle dans la 
régulation génique appelés les petits ARNs régulateurs. 
 
1.3.3.2 Les ARNs régulateurs 
 
Identifiés, pour la première fois, en 1993, les ARNs régulateurs sont considérés comme une 
composante principale dans la régulation génétique de la cellule chez les eucaryotes et les 
procaryotes. Chez les eucaryotes, Les microARNs sont impliqués dans la modulation de la 
synthèse protéique de l’ARNm dont ils sont complémentaires (Bartel, 2009), en induisant un 
effet négatif sur la régulation par la dégradation quand le microARN est parfaitement 
complémentaire à son ARNm cible (Brodersen et al., 2008). Cette induction se produit par la 
suppression traductionnelle si la complémentarité est partielle (Hutvágner and Zamore, 2002) 
ou bien par la séquestration des transcrits par méthylation de l’ADN (Khraiwesh et al., 2010). 
Chez les procaryotes, divers petits ARNs régulateurs ont été identifiés au fil des dernières 
années, vu leur abondance et leur importance comme mode de régulation différent adapté par 
les bactéries. Ces ARNs régulent l’expression génique selon les conditions environnementales, 
et chacun d’eux se caractérise par un mécanisme de modulation génique différent qui est adopté 
selon le besoin de la bactérie.  
 
Parmi les petits ARNs chez Escherichia coli, on trouve le petit ARN ryhB, qui permet à la 
bactérie de surmonter sa carence en fer (Massé and Gottesman, 2002). Ce petit ARN active 
l’expression du gène shiA, qui code pour une perméase. En effet, l’absence de ryhB se manifeste 
par une expression négligeable du gène causé par une séquestration du RBS (Ribosome Binding 
Site) à travers une structure secondaire stable. Cependant, la présence de rhyB empêche cette 
structure de se former, ce qui engendre l’expression du gène shiA. Un autre petit ARN régulateur 
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identifié, oxyS, qui est impliqué dans la réponse au stress oxydatif, est un inhibiteur de la 
synthèse de deux gènes, le gène  fhlA, qui code pour un facteur de transcription et le gène rpoS, 
codant pour la sous unité σs de l’ARN polymérase (Altuvia et al., 1998). Le mécanisme adopté, 
par ce petit ARN, est la séquestration du RBS de son gène cible, résultant en une répression de 
l’expression et une inhibition de la traduction (Wassarman, 2002). Ces petits ARNs modulent 
l’expression de leurs cibles, en utilisant différents mécanismes de régulation, qui varient selon 
la nature, le besoin des bactéries ainsi que selon les facteurs environnementaux. La plupart de 
ces ARNs fonctionnent en présence de la protéine chaperonne Hfq qui assure leur stabilité, leur 
protection et la liaison à leurs cibles (Zhang et al., 2003). 
 
1.3.3.3 La régulation en cis de l’expression génique  
 
Les bactéries possèdent divers mécanismes de régulation par l’ARN. Parmi ces derniers, on 
distingue ceux qui agissent en trans et ceux qui régulent en cis. La première régulation en cis a 
été observée, en 1954, par Jacque Monod. Le chercheur et ses collègues ont découvert une 
répression au niveau de l’opéron tryptophane d’E. coli. Cet opéron contient cinq gènes 
structuraux de la protéine tryptophane synthase ; trpD, trpE, trpC, trpB, trpA et un gène trpR 
qui code pour une protéine appelée le répresseur. Dans de hautes concentrations de 
trypthophane, le trpR est exprimé et le répresseur est synthétisé. Ce dernier lie une partie dans 
la région 5’ non traduite de l’ARNm, ce qui va provoquer la formation d’un terminateur de 
transcription et l’expression de l’opéron est inhibée. Le même mode de régulation de l’opéron 
tryptophane a été observé chez B. subtilis. Sa transcription est atténuée en présence du 
tryptophane, ce qui cause la formation d’un terminateur de transcription. En effet, c’est une 
protéine appelée TRAP (tryptophane attenuation protein), codée par un des gènes de l’opéron 
lui-même, qui est exprimée pour agir au niveau de la partie leader, pour favoriser la formation 





Yakhnin et al., 2008 
Figure 3. Modèle de l’atténuation de la transcription en cis de l’opéron tryptophane chez 
B. subtilis. 
 
1.4 Les riborégulateurs 
 
En 1998, des chercheures ont suggéré que l’expression de certains gènes impliqués dans le 
métabolisme de la méthionine et la cystéine chez B. subtilis, pourraient être contrôlés par une 
structure d’ARN résidant dans le 5’UTR de ces gènes (Grundy and Henkin, 1998). En 2002, les 
riborégulateurs ont été mis, en évidence, pour la première fois. Ce sont des éléments d’ARNs 
structurés situés dans la partie 5’ non traduite (5’UTR) de certains ARNsm et qui sont capables 
de lier un métabolite appelé ligand sans l’intervention des protéines. Ces ARNs régulent des 
gènes généralement impliqués dans le métabolisme ou le transport du métabolite reconnu. Les 
riborégulateurs se composent de plusieurs familles et sont majoritairement présents chez les 
procaryotes. Cependant, la présence d’une de ces familles est rapportée chez les eucaryotes 
principalement les levures (Sudarsan et al., 2003) et les plantes (Wachter et al., 2007). Les 
riborégulateurs sont considérés comme un mécanisme de régulation primordial, qui est adopté 
par les bactéries afin de gérer différentes fonctions cellulaires et maintenir l’équilibre dans leur 
croissance. On distingue deux domaines fonctionnels dans un riborégulateur. Le premier 
domaine est l’aptamère, qui est la partie la plus conservée d’un riborégulateur, lequel est capable 
de reconnaître et lier un ligand, ce qui cause un changement de conformation. Le deuxième 
domaine, qui est la plateforme d’expression, module à son tour l’expression des gènes soit au 






Figure 4. Schéma descriptif d’un riborégulateur. 
Le riborégulateur est composé de deux parties. La première partie est l’aptamère qui est capable 
de lier le ligand. Suite à cette liaison, un changement de conformation apparaît au niveau de la 
deuxième partie, qui est la plateforme d’expression, ce qui implique une régulation d’expression 
génique. 
  
1.4.1 Familles des riborégulateurs 
 
La classification des riborégulateurs est basée principalement sur la nature du ligand qu’ils 
reconnaissent. De plus, on retrouve une diversité dans la complexité et la structure des 
différentes classes des riborégulateurs. Par exemple, les riborégulateurs purine, adénine, 
guanine (Mandal et al., 2003) et le riborégulateur c-di-GMP type I (Sudarsan et al., 2008) sont 
les plus simples en terme de structure. Ces derniers adoptent une jonction de trois voies. 
Toutefois, on distingue des riborégulateurs, dont leurs structures sont plus complexes comme le 
riborégulateur SAM, qui est composé d’une structure de quatre voies (Winkler et al., 2003 ; 
Corbino et al., 2005), le riborégulateur AdoCbl qui reconnait la vitamine B12 (Vitreschak et al., 
2003) et le riborégulateur lysine (Caron et al. 2011), dont leurs structures sont formées de six et 
cinq voies, respectivement. En revanche, la structure des riborégulateurs diffère même au sein 
d’une seule famille, ce qui est le cas des riborégulateurs SAM et le riborégulateur c-di-GMP 
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dont on distingue quatre et deux structures différentes, respectivement chez ces derniers 


















































1.4.2 Les modes de régulations des riborégulateurs 
 
1.4.2.1  La régulation transcriptionnelle Rho-indépendante 
 
Au niveau de la transcription et dans le cas d’une répression, la liaison du ligand à l’aptamère 
permet la formation d’une structure secondaire appelée la tige terminatrice. Cette dernière est 
composée d’une tige boucle riche en guanine et en cytosine, et elle est suivie d’une séquence 
riche en uracile. Cependant, si c’est le cas d’une activation de la transcription, la liaison du 
ligand entraîne la formation d’une séquence plus stable qui empêche la formation de la tige 
terminatrice (figure 5 A).  
 
1.4.2.2 La régulation transcriptionnelle Rho-dépendante 
 
Un autre mécanisme, qui fait partie du la régulation transcriptionelle, repose sur l’implication 
de la protéine Rho, dans la terminaison de la transcription, après la liaison du ligand avec son 
aptamère. Cette réaction ligand/aptamère favorise l’interaction de la protéine Rho avec son site 
de reconnaissance appelé le site rut (Rho-utilization site), qui est une séquence riche en cytosine. 
Ce mode de régulation est observé chez le riborégulateur mgtA de Salmonella enterica (Hollands 
et al., 2012). 
 
1.4.2.3  La régulation traductionnelle 
 
Lors d’une régulation traductionnelle, la liaison de ligand contrôle l’accessibilité du ribosome à 
son site de reconnaissance qu’on appelle la séquence Shine-Dalgarno (SD). Dans le cas d’une 
régulation négative, cette liaison engendre un changement de conformation au niveau de la 
plateforme d’expression, ce qui cause la formation d’une structure stable qui séquestre le SD et 
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Figure 5. Les deux principaux mécanismes de régulation par les riborégulateurs. 
(A), Le mécanisme de régulation transcriptionnel. La liaison du ligand entraîne la formation de 
la tige terminatrice (terminateur intrinsèque) suivie de polyU qui favorise la terminaison Rho-
indépendante de la transcription. (B), Le mécanisme de régulation traductionnelle. La liaison du 
ligand provoque la formation d’une tige qui séquestre le RBS (ribosome binding site) et 
empêche la liaison du ribosome. 
 
1.4.2.4  L’autoclivage 
 
Ce mécanisme de régulation désigne la diversité des fonctions des riborégulateurs. En effet, 
c’est le cas du riborégulateur c-di-GMP type II Cdi2-2 et le riborégulateur glmS. Il est montré 
que la liaison du ligand à l’aptamère c-di-GMP type II du gène codant pour une andhésine 
favorise l’auto-excision d’un intron de groupe I. Les deux extrémités résultants se rejoignent 
pour former un RBS fonctionnel, ce qui permet au ribosome de traduire l’ARNm (Lee et al., 
2010). Dans le cas du riborégulateur glmS qui reconnaît la glucosamine-6-phosphate (GlcN6P), 
la liaison de ce riborégulateur avec son ligand induit l’autoclivage de l’aptamère (Winkler et al., 




1.4.2.5  La régulation nucléolytique 
 
L’implication des ribonucléases dans le mécanisme traductionnel a été aussi démontrée. Dans 
le cas du riborégulateur lysine lysC d’E. coli, la liaison du ligand entraîne non seulement un 
changement de conformation qui mène à la formation d’une tige boucle séquestratrice du RBS, 
mais aussi à la révélation d’un site spécifique reconnue par la ribonucléase E (Rnase E). Cela 
induit la dégradation de l’ARNm, ce qui est appelé le mécanisme de répression nucléolytique 
(Caron et al. 2012). 
 
Les études menées sur les riborégulateurs ont montré que ces derniers adoptent divers 
mécanismes qui ne sont pas tous mis en évidence, et que des recherches ultérieures pourront 
identifier des modes de régulation nouveaux dans le monde de ces petits ARNs régulateurs.  
 
1.4.3 Riborégulateurs c-di-GMP 
 
Le riborégulateur c-di-GMP a été mis en évidence par Sudarsan et al (2008). Le messager 
secondaire c-di-GMP contrôle plusieurs phénotypes chez diverses espèces bactériennes. 
Plusieurs études menées sur la signalisation par le c-di-GMP ont révélé que certains phénotypes 
sont stimulés par ce messager secondaire sans l’intervention des facteurs ou des protéines. Ces 
effets c-di-GMP dépendants observés peuvent être expliqués par l’existence des riborégulateurs 
régulant l’expression génique des gènes impliqués dans ces phénotypes (Tamayo et al., 2007). 
De plus, une étude a démontré la présence d’un  motif d’ARN appelé GEMM (Genes for the 
Environment, for Membranes and for Motility), qui est abondant dans le 5’UTR des gènes 
responsables des fonctions vitales et dans la mobilité chez la bactérie V. cholerae. Ce motif se 
trouve aussi en amont des cadres de lecture des gènes codant pour des DGC et des PDE chez 
d’autres bactéries (Weinberg et al., 2007) . Actuellement, le motif GEMM  est appelé le 
riborégulateur c-di-GMP. Le premier riborégulateur c-di-GMP appelé Vc2 a été décrit chez V. 
cholerae, il a été suggéré qu’il a un effet positif sur la régulation de l’expression du gène 
VC1722, suite à la liaison du c-di-GMP. Toutefois, une étude récente a montré que le 
 36 
 
riborégulateur Vc2 régule négativement l’expression de son gène (Inuzuka et al., 2016). Une 
autre étude a abouti à l’identification de 16 riborégulateurs c-di-GMP, dans le génome de C. 
difficile (Soutourina et al., 2013). On distingue deux types de riborégulateurs c-di-GMP; type I 
et type II, dont la différence se résume dans leur arrangement structural, la liaison du ligand et 
leur mode régulation. Les chercheurs ont suggéré que les riborégulateurs c-di-GMP type I 
modulent d’une manière générale l’expression des gènes en aval négativement, tandis que les 
riborégulateurs c-di-GMP type II activent l’expression de leurs gènes (Sudarsan et al., 2008 ; 
Lee et al., 2010). Une autre étude (Furukawa et al., 2012) a proposé que la régulation, par ces 
riborégulateurs, semblait être au niveau de la transcription chez les bactéries à Gram-positifs 
comme C. difficile et B. subtilis. Chez le Gram négatif V. cholerae,  il a été montré que le 
riborégulateur Vc1 régule positivement l’expression du gène gbpA mais le mécanisme de 
régulation n’est pas encore déterminé (Kariisa et al., 2016) . 
 
1.4.3.1  Structure des riborégulateurs c-di-GMP 
 
La structure de l’aptamère du riborégulateur de type I est une jonction de trois hélices qui prend 
la forme d’un Y (Kulshina et al., 2009), tandis que les riborégulateurs c-di-GMP de type II 
forment une structure plus compacte contenant un kink turn et un pseudonoeud (Smith et al., 
2011a). L’étude sur la structure et l’interaction du riborégulateur avec son ligand a révélé une 
grande affinité entre les deux. La constante de dissociation (Kd), qui est la concentration à 
laquelle 50 % des molécules d’ARN sont liée au ligand, a été déterminée lors de l’essai de 
criblage de la structure de l’aptamère, en présence du c-di-GMP. Cette concentration a été 
estimée dans l’ordre des nanomolaires vue des picomolaires pour les deux types des 
riborégulateurs c-di-GMP, ce qui est 50 à 1000 fois moins que le Kd des protéines liant le c-di-
GMP (Hengge, 2009). Cependant, cette affinité est définie dans l’état d’équilibre, ce qui n’est 
pas le cas à l’intérieur de la cellule, où il a été montré que la vitesse de la transcription et 
l’efficacité de l’ARN polymérase influencent directement la cinétique de la liaison du ligand à 
son aptamère et affecte les changements structuraux qui modulent l’expression des gènes, soit 
en la favorisant ou en l’inhibant (Wickiser et al., 2005). Dans l’étude de Smith et al (2009), les 
 37 
 
chercheurs ont prédit que les concentrations du c-di-GMP, dans la cellule bactérienne, seront 
plutôt dans l’ordre de quelque µM pour que le riborégulateur régule efficacement l’expression 
de son gène. Les changements de conformation dans la structure des riborégulateurs de type I 
et de type II causés par la liaison du ligand, ont été bien caractérisés (Smith et al., 2009; 
Shanahan et al., 2011). Ces changements conformationels induits par l’interaction ligand-
aptamère sont différents entre les deux types des riborégulateurs. 
 
1.4.3.2 Structure du riborégulateur c-di-GMP de type I 
 
Dans le cas du riborégulateur c-di-GMP type I, le ligand entraîne une série de modifications 
structurales. Par exemple, le cristal de l’aptamère VC2 de V. cholerae, a montré une poche de 
liaison qui se situe dans la jonction des trois hélices. En effet, la liaison du c-di-GMP contribue 
à la formation de la tige P1 et la formation d’une paire de base Watson-Crick entre un des G 
(Gβ) du c-di-GMP et le C92 qui est très conservé au niveau de la P1, et stabilise la structure de 
cette dernière. Cependant, l’autre G (Gα) forme une interaction Hoogsteen avec le G20 de la 
P2, alors que le groupement hydroxyle 2’ de G20 interagit avec un groupement phosphate du 
A47. Bien évidemment, le ligand entraine ainsi un empilement de la P1 sous l’hélice P2, dont 
cette dernière se trouve parallèle de l’hélice P3. La juxtaposition des hélices est relativement 
stabilisée par la formation d’une paire de bases Watson-Crick entre le C44 de la P2 et le G83 de 
la P3 (figure 6). Il a été suggéré que dans la majorité des cas, la liaison du ligand favorise la 
formation d’un terminateur de transcription dans la plateforme d’expression, ce terminateur est 
une tige boucle suivie de plusieurs U. En absence du c-di-GMP, la formation de cette dernière 





Smith et al., 2009 
Figure 6. La structure secondaire de l’aptamère du riborégulateur c-di-GMP type I Vc2 
chez V. cholerae. 
La structure secondaire de l’aptamère de type I, les hélices P1, P2 et P3 sont représentées en 
violet, bleu et vert respectivement. Le c-di-GMP est représenté en rouge et les nucléotides, qui 
interagissent avec le ligand, sont représentés en orange. Le cristal est représenté avec les mêmes 
couleurs que la structure secondaire. 
 
 
Smith et al., 2009 
Figure 7. La structure prédite de la plateforme d’expression du riborégulateur c-di-GMP 
de type I chez Candidatus Desulforudis audaxviator. 
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En présence du ligand, l’hélice P1 est formée et un terminateur de transcription est observé en 
aval. En absence du c-di-GMP, la P1 est impliquée dans la formation d’un anti terminateur de 
transcription. Les nucléotides colorés en bleu et en rouge désignent la tige anti-terminatrice.  
 
1.4.3.3 Structure du riborégulateur c-di-GMP de type II 
 
Le riborégulateur de type II chez Clostridium acetobutylicum a été utilisé comme un modèle 
pour caractériser le riborégulateur type II au niveau structural, ainsi pour identifier les 
interactions avec le ligand et les changements conformationels dus à la reconnaissance de ce 
dernier par l’aptamère. Le cristal de l’aptamère a montré que la structure est plus complexe que 
celle du riborégulateur de type I. Elle est formée de trois hélices, et elle se distingue par la 
présence d’un pseudonoeud et un kink-turn (Smith et al., 2011). Il a été montré que la structure 
tridimensionnelle est différente de celle du riborégulateur c-di-GMP de type I et que la majorité 
des nucléotides conservés sont présents dans le pseudonoeud. De plus, l’essai de criblage de la 
structure a montré que cette région devient plus structurée lors de liaison du c-di-GMP, cela 
favorise une structure compacte de l’aptamère stabilisée par la jonction de la tige P1, P2 et P4. 
Le pseudonoeud est formé des résidus présents dans la boucle P3 et les hélices P1 et P2. Les 
hélices P1et P4 s’empilent avec l’hélice P2, le kink-turn se forme pour permettre à l’hélice P3 
de se connecter avec l’hélice P4. Un des nucléotides de la jonction ¾ (A34) forme une paire de 
base non canonique avec (U45), cette paire de base s’empile directement sous l’hélice P4 et 
forme une base quadruple avec U31/G46 de l’hélice P3, ce qui facilite la structuration dans la 
jonction P3/P4. Majoritairement, la triple hélice est formée par les résidus de la jonction J2/J4 
ainsi par le c-di-GMP. La poche de liaison est principalement composée à partir des nucléotides 





Smith et al., 2011 
Figure 8. La structure de l’aptamère du riborégulateur c-di-GMP type II chez C. 
acetobutylicum  
La structure secondaire de l’aptamère, la P1 est montrée en bleu, le kink turn en jaune, la P3 en 
violet et le pseudonoeud (P4) en vert, le c-di-GMP est montré en rouge. Le cristal de l’aptamère, 
les différentes parties sont montrées avec les mêmes couleurs adaptées de Smith et al (2011). 
 
1.4.3.4 Les riborégulateurs c-di-GMP chez C. difficile 
 
Une étude effectuée récemment sur les petits ARNs régulateurs chez C. difficile (Soutourina et 
al., 2013), a révélé la présence de 66 riborégulateurs dans son génome, entre autres 16 
riborégulateurs c-di-GMP ont été prédits, dont douze appartenant au type I et quatre appartenant 
au type II (Tableau 2). Pour tester l’effet des riborégulateurs c-di-GMP prédits sur l’expression 
des gènes en aval, les chercheurs ont surexprimé une DGC (pdccA) chez C. difficile, ce qui 
augmente également la concentration intracellulaire du c-di-GMP. Lors de cette augmentation, 
ils ont remarqué un effet sur les 16 gènes ayant les riborégulateurs dans leur 5’UTR, dont la 
majorité code pour des protéines non caractérisées. Par exemple, les résultats des essais de 
buvardage de type Northern ont montré une terminaison prématurée de la transcription de 
l’opéron flagellaire flgB ayant le riborégulateur de type I Cdi1-3 dans son 5’UTR. Les résultats 
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de PCR quantitative après surexpression de la DGC (pdccA) ont indiqué une diminution 
remarquable dans l’expression de l’opéron flgB et une atténuation dans la mobilité de la bactérie. 
Dans le cas du gène CD2830 (ZmpI) ayant le riborégulateur Cdi1-12 dans son 5’UTR, et qui 
code pour une zinc métalloprotéase (Hensbergen et al., 2014), des transcrits plus courts 
correspondant à une transcription abortive du gène CD2830 ont été observés lors des essais de 
buvardage de type Northern dans des concentrations élevées de c-di-GMP. Toutefois, un effet 
positif, qui est corrélé directement avec l’augmentation de la concentration intracellulaire du c-
di-GMP, a été remarqué sur l’expression des gènes CD3513 codant pour une piline de pilus type 
IV (Bordeleau et al., 2015), et CD2831 codant pour une adhésines putative ayant respectivement 
les riborégulateurs Cdi2-4 (figure 9) et Cdi2-3. Cependant, l’expression du gène CD1990 a été 
stimulée dans la haute concentration de c-di-GMP, bien que celui-là porte dans son 5’UTR un 
riborégulateur de type I, les chercheurs ont suggéré que ce dernier a un mode de régulation 










                       
Bordeleau et al., 2015 
Figure 9. Le riborégulateur Cdi2-4 prédit pour réguler la transcription. 
En absence du ligand, la structure secondaire comporte une tige terminatrice dans la plateforme 
d’expression. La liaison du c-di-GMP empêche la formation de ce terminateur et favorise la 

















Tableau 2. Les riborégulateurs c-di-GMP type I et type II chez C. difficile. 
 
Riborégulateurs1   gène2                       Cordonnées3                           Protéine 
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1. Les riborégulateurs sont nommés, comme proposés par Sudarsan et al (2008) et Soutourina et 
al (2013). 
2. Les noms des gènes tel qu’annoté par Soutourina et al (2013), dans le tableau supplémentaire 
S7. 
3. Les coordonnées des riborégulateurs (aptamère et platforme d’expression) comme ceux publiés 
(Soutourina et al., 2013). 
 
1.5 But des études sur les riborégulateurs 
 
Dans les dernières années, la résistance bactérienne est devenue un fléau mondial. Effectivement, 
l’émergence de certaines bactéries pathogènes multirésistantes telles que les SARM et C. difficile 
a réveillé une grande inquiétude vis-à-vis l’efficacité des antibiotiques actuellement sur le marché. 
De plus, ces derniers visent essentiellement quatre cibles ; la synthèse des acides nucléiques, la 
synthèse des protéines, la paroi cellulaire et les acides foliques, donc le développement de nouvelles 
résistances demeure toujours possible. Cependant, trouver de nouvelles cibles et d’autres 
mécanismes chez la bactérie pourrait éventuellement régler ce problème. Dans le laboratoire 
Lafontaine, nous nous intéressons aux riborégulateurs modulants parfois des gènes essentiels dans 
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le processus vital chez les bactéries. Cela nous permet de les considérer comme une cible 
prometteuse pour lutter contre divers pathogènes nosocomiales, présentant une multirésistance aux 
différentes classes d’antibiotiques, d’où l’étude approfondie des mécanismes adoptés par les 
différents riborégulateurs devient très importante. D’autre part, l’étude de l’interaction 
ligand/riborégulateur pourrait nous donner une idée claire sur la nature des analogues capables de 
lier le riborégulateur et réguler l’expression génétique. Aujourd’hui, il existe des analogues des 
ligands différents qui sont reconnus par les riborégulateurs et modulent les gènes d’intérêt comme 
la pyrithiamine analogue du TPP (Edwards and Ferré-D’Amaré, 2006), la roséoflavine (Serganov 
et al., 2009) et le ribocil (Howe et al., 2015) analogues du FMN. Cela signifie qu’il est possible de 
développer des molécules qui peuvent compétitionner avec le ligand naturel et réguler l’expression 
génique. En effet, chez S. aureus, nous avons caractérisé une molécule analogue de la guanine 
(PC1), qui cible le riborégulateur guanine du gène guaA. Le PCI inhibe la croissance de la bactérie 
vue que le gène guaA (guanine synthase) est essentiel pour la voie métabolique de la guanine et à 
la survie des bactéries. En outre, après plusieurs passages, aucune résistance n’a été observée 
(Mulhbacher et al., 2010). À la lumière de ces découvertes, il demeure possible d’utiliser le même 
principe pour cibler des riborégulateurs chez d’autres pathogènes comme C. difficile. Dans le 
laboratoire Burrus, nous étudions l’importance de la signalisation par le messager secondaire c-di-
GMP, chez ce pathogène. De plus, la régulation du processus d’adhésion et la formation du biofilm 
via un riborégulateur ont déjà été démontrées (Bordeleau et al., 2015). Comme mentionné 
précédemment, le génome de ce pathogène contient 16 riborégulateurs c-di-GMP, dont 12 
appartenant au type I et 4 appartenant au type II. L’étude de Soutourina et al (2013) a montré une 
régulation de l’expression des gènes ayant ces riborégulateurs dans leurs 5’UTR. Cette régulation 
est corrélée avec des hautes concentrations de c-di-GMP. Ce résultat suggère qu’une telle 
régulation est possiblement causée par les riborégulateurs eux-mêmes. Les essais de l’expression 
génique β-galactosidase avec le gène rapporteur LacZ, sur les deux riborégulateurs Cdi1-12 du 
gène CD2830 et Cdi 2-3, du gène CD2830 effectués par l’étudiante Maxime Paquette-D’Avignon, 
(mémoire de maîtrise, Université de Sherbrooke 2015) ont montré une régulation au niveau de la 
transcription dans les concentrations élevées de ligand. Aujourd’hui, les seuls riborégulateurs c-di-
GMP étudiés plus en détail sont  ceux de V. cholerae (Vc1 et Vc2). La structure de l’aptamère Vc2 
et son l’interaction avec le c-di-GMP ont été bien caractérisées (Smith et al., 2009), et la  régulation 
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négative de l’expression de son gène a été rapportée (Inuzuka et al., 2016) . Toutefois, les 
riborégulateurs chez C. difficile sont encore peu explorés, donc leur structure et leur mode de 
régulation restent encore à investiguer. Dans cette étude, nous avons choisi d’étudier le 
riborégulateur c-di-GMP type I chez C. difficile Cdi1-12, de caractériser sa structure qui englobe 
l’aptamère et la plateforme d’expression, de déterminer l’affinité du c-di-GMP à son aptamère, 
ainsi que de voir l’effet du ligand sur la transcription in vitro pour confirmer les résultats β-
galactosidase de l’étudiante Maxime Paquette-D’Avignon en introduisant des mutations au niveau 
du riborégulateurs. Parmi les autres riborégulateurs c-di-GMP type I chez C. difficile, le 
riborégulateur Cdi1-1 a attiré notre attention. En effet, dans l’étude de Soutourina et al (2013), un 
effet positif sur l’expression du gène CD1990 est corrélé avec l’augmentation de la concentration 
intracellulaire du c-di-GMP, ce qui suggère un mode de régulation différent et intéressant à 
explorer. Dans un premier temps, nous allons caractériser sa structure, étudier in vitro la liaison du 
c-di-GMP, vérifier s’il est fonctionnel et déterminer l’effet du ligand sur la transcription du gène. 
Ainsi, nous allons étudier le mode de régulation de ce riborégulateur dans une bactérie modèle. 
 
Objectif de la maîtrise 
 
Le riborégulateur c-di-GMP est le plus abondant dans le génome du C. difficile. Dans une étude 
antérieure (Soutourina et al., 2013), la présence de 16 riborégulateurs c-di-GMP a été rapportée 
dont douze sont de type I et quatre sont de type II. Parmi les 12 riborégulateurs de type I, nous en 
avons choisi deux; le Cdi1-1 et Cdi1-12. Ces deux riborégulateurs sont prédits pour réguler leurs 
gènes de façon opposée, bien qu’ils appartiennent au même type. Nous avons suggéré un 





1. Les deux riborégulateurs adoptent un mode de régulation transcriptionnel Rho-
indépendants. 
2. Les riborégulateurs régulent l’expression de leur gène d’une façon opposée. 
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Les objectifs :  
 
1. Caractériser la structure des deux riborégulateurs. 
 Prédire les structures liées et non liées. 
 Vérifier si les deux riborégulateurs sont fonctionnels. 
2. Caractériser le mécanisme de régulation des riborégulateurs 
 Déterminer l’effet de l’interaction riborégulateur/c-di-GMP sur la transcription des 
deux gènes CD1990 et CD2830 (ZmpI) in vitro. 





2 L’ÉTUDE DES RIBORÉGULATEURS C-DI-GMP CHEZ C. DIFFICILE 
 
 
2.1 La caractérisation structurale et fonctionnelle des riborégulateurs c-di-GMP Cdi1-1 
et Cdi1-12 
 
2.1.1 Les riborégulateur Cdi1-1 et Cdi1-12 
 
Le riborégulateur Cdi1-1 réside dans le 5’UTR du gène CD1990. À ce jour, la protéine codée par 
ce gène n’est pas encore caractérisée, mais elle possède un domaine SH3. Ce dernier se trouve dans 
des protéines impliquées dans des voies complexes de signalisation cellulaire (Monot et al., 2011). 
Dans une étude antérieure, le riborégulateur Cdi1-1 a été prédit comme un activateur de 
transcription (Soutourina et al., 2013). En effet, la surexpression d’une DGC a augmenté dix fois 
l’expression génique du gène CD1990, ce qui suggère que dans les hautes concentrations du c-di-
GMP, le riborégulateur favorise la transcription. Le riborégulateur Cdi1-12 est présent dans le 
5’UTR du gène CD2830 ou ZmpI codant pour une Zinc-métalloprotéase, qui est récemment 
caractérisée (Hensbergen et al., 2014). Lors de cette étude, les chercheurs ont montré qu’elle clive 
la fibronectine et le fibrogène du plasma humain in vitro (Cafardi et al., 2013). De plus, elle clive 
la protéine extracellulaire (adhésine) codée par le gène CD2831. Aujourd’hui, ce qui est connu sur 
les riborégulateurs c-di-GMP chez C. difficile est basé sur des prédictions bio-informatiques, des 
alignements de séquences (Sudarsan et al., 2008) et des essais d’expression génique pour vérifier 
l’effet du ligand. Ces derniers ne sont pas concluants, si la possibilité que le promoteur du gène 
soit lui-même sensible au c-di-GMP n’est pas éliminée. Effectivement, dans l’étude de Soutourina 
et al (2013), les essais d’expression génique sur les gènes codants pour les 16 riborégulateurs c-di-
GMP de C. difficile ont été réalisés dans un contexte naturel, donc il demeure toujours possible 
qu’un effet promoteur s’est produit et a modulé l’expression génique. Dans ce cas, la régulation 
par les riborégulateurs c-di-GMP reste à confirmer par le biais de diverses techniques in vitro et in 
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vivo. Notre premier objectif est de caractériser leurs structures, et ainsi de déterminer s’ils sont 
capables de lier le c-di-GMP in vitro. Un autre point important dans notre étude, c’est de déterminer 
si la présence du ligand entraînera un effet sur la transcription du gène CD1990 et Zmp1. Pour 
réaliser cet objectif, nous allons utiliser une technique qui nous permet de définir la structure de 
notre riborégulateur et de vérifier si cette dernière réagit bel et bien avec le ligand, qui selon les 
études précédentes entraînent des changements structuraux au niveau de l’ARN. Le deuxième 
objectif est d’étudier la régulation génique dans une bactérie modèle afin de fournir tous les 
paramètres qui normalement existent dans un contexte naturel. La régulation du gène d’intérêt et 
la fonction du riborégulateur seront identifiées grâce au système du gène rapporteur lacZ, dont 
l’expression reflète celle du gène par la raison que ces deux derniers sont fusionnés, soit dans un 
contexte transcriptionnel ou traductionnel 
 
2.1.2 La cartographie chimique au magnésium 
 
Les chercheurs utilisent différentes techniques pour cribler la structure des ARNs. Parmi ces 
techniques, la cartographie chimique en magnésium est largement utilisée pour étudier les 
interactions des aptamères avec le ligand. Cette approche repose sur le principe de l’attaque 
nucléophilique qui se produit par le 2’-O sur le phosphore en présence du magnésium (Mg2+). 
L’ARN, comme mentionné précédemment, est monocaténaire (simple brin) contrairement à 
l’ADN. Cette caractéristique fournit une certaine flexibilité à l’ARN qui permet l’établissement 
d’une configuration linaire de l’2’-O, le phosphate et l’5’-O, qui favorise l’attaque nucléophilique 
et, par conséquent le clivage. En revanche, cette flexibilité est réduite lorsque l’ARN réagit avec le 
ligand, dont l’interaction entraîne des changements de conformation et l’apparition des structures 
secondaires, ces dernières sont plus stables et moins sensibles au clivage. La protection de l’attaque 
nucléophilique, dans certaines régions dans l’ARN, en présence du ligand, nous donne des 





Mandal and Breaker, 2004 
Figure 10. Schéma descriptif de la cartographie chimique en magnésium. 
En présence du magnésium, 2’-O exerce une attaque nucléophilique sur le phosphore adjacent. 
Cette attaque n’est possible que si le 2’-O, le phosphore et 5’-O prennent une configuration linéaire 
qu’on appelle une structure flexible. Illustration d’une cartographie chimique au magnésium (in 
line probing) sur l’ARN en présence et en absence du ligand.  
 
2.1.3 Transcription in vitro à un cycle unique (single round transcription) 
 
Le processus de transcription se résume en trois étapes : l’initiation, l’élongation et la terminaison 
de la transcription. L’ARN polymérase, qui est le principal acteur dans ce processus, catalyse la 
polymérisation du brin d’ARN à partir du brin d’ADN. La synthèse du transcrit est basée sur la 
complémentarité. Dans une transcription in vitro (Artsimovitch and Henkin, 2009), toutes les 
composantes du processus sont présentes : l’ADN, les nucléotides triphosphate, l’ARN 
polymérase, ce qui permet la synthèse du brin d’ARN désiré. Dans les études menées sur les 
riborégulateurs, cette technique est utilisée pour caractériser la régulation de la transcription, par le 
riborégulateur, en présence du ligand. Dans le cas où la présence du ligand réprime la transcription, 
deux transcrits seront identifiés, le transcrit complet et le transcrit abortif. Cette approche 
expérimentale nous permet aussi de déterminer la concentration du ligand nécessaire qui provoque 
l’arrêt de la transcription. Pour différentes classes de riborégulateurs, les chercheurs ont opté pour 
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cette technique, afin de déterminer le pourcentage de terminaison de la transcription causée par les 
différents analogues de ligand afin d’identifier la capacité de ces derniers à exercer un effet 
inhibiteur sur le processus de transcription. 
 
2.2 Matériels et méthodes 
 
2.2.1 Souches, plasmides et oligonucléotides 
 
Les plasmides et les oligonucléotides utilisés dans cette étude sont répertoriés dans les tableaux 3 
et 4. Les souches utilisées dans cette étude sont : la souche DH5alpha de la bactérie E. coli utilisée 
pour faire les différentes expérimentations de biologie moléculaire est une gracieuseté du 
laboratoire du Dr Richard Blouin de l'Université de Sherbrooke et la souche de bactérie de B. 
subtilis 1A40 utilisée comme modèle pour les études sur le riborégulateur c-di-GMP provient du 
Genetic Stock Center, Columbus, Ohio, USA. Toutes les bactéries ont été conservées à -80 °C dans 
un ultra congélateur. Les antibiotiques ont été utilisés aux concentrations suivantes : ampicilline 
(Amp) 100 μg/ml; chloramphénicol (Cm), 5 μg/mL pour les cultures de B. subtilis ou 20 μg/mL 
pour les cultures d’E. coli et Erythromycine (Er), 1 μg/ml. 
 
2.2.2 Transcription d’ARN par l’ARN polymérase du phage T7 
 
La transcription des ARN a été réalisée in vitro à partir d’une matrice d’ADN double brin (ADNdb). 
La matrice d’ADNdb a été obtenue par une amplification à partir de l’ADN génomique de C. 
difficile 630, l’ADN obtenu porte un promoteur T7 en amont pour permettre la transcription. 
L’ARN transcrit par l’ARN polymérase du phage T7 débute par GCG afin d’assurer à la fois une 
grande quantité de transcrits et une grande homogénéité au niveau du 5’ de l’ARN transcrit (Pleiss 
et al., 1998). Brièvement, la matrice d’ADN a été incubée à 37 ˚C pendant 3 heures en présence de 
tampon de transcription 1X (40 mM Tris-HCl (pH 8,0), 0,01% Triton X-100 (V/V), 20 mM MgCl2 
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2.2.3 Précipitation de l’ARN et purification  
 
Après la transcription, l’ARN a été précipité avec 100 % d’éthanol, 67 mM d’acétate d’ammonium 
à -20˚C pendant 24 heures. Les ARN précipités ont été centrifugés à 4˚C, pendant 30 minutes, à 13 
000 rpm. Le surnageant a été enlevé, le culot a été lavé avec de l’éthanol 75% froid (-20˚C) et 
centrifugés à 4˚C pendant 5 minutes, à 13 000 rpm. Le culot a ensuite été séché et resuspendu dans 
de l’eau stérile. Un volume de formamide 100 % a ensuite été ajouté et l’ARN a été purifié par une 
électrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (acrylamide:bisacrylamide 
19:1, TBE 1X et 8 M urée), élué pendant 16 heures dans de l’eau à 4°C et récupérés à l’aide d’une 
précipitation telle que décrite précédemment.  
 
2.2.4 La déphosphorylation de l’ARN et le marquage radioactif en 5’ 
 
Le marquage radioactif en 5’ est une procédure courante afin de permettre la révélation de l’ARN 
après la migration sur un gel d’acrylamide. Premièrement, on doit d’abord déphosphoryler l’ARN. 
La déphosphorylation a été réalisée en utilisant la phosphatase alcaline de la crevette (SAP) en 
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incubant 50 pmoles d’ARN pendant 1 heure à 37˚C en présence de tampon SAP 1X (50 mM Tris-
HCl (pH 8,5) et 5mM MgCl2. L’enzyme a ensuite été désactivée par dénaturation thermique 65˚C 
pendant 30 minutes. Le marquage radioactif en 5’ a été effectué avec la polynucléotide kinase du 
bactériophage T4 (T4 PNK) en incubant 20 pmoles d’ARN déphosphorylé pendant 1 heure à 37˚C 
en présence de tampon PNK 1X (70 mM Tris-HCl (pH 7,6), 10 mM MgCl2, 5 mM DTT) et 10 mCi 
[γ-32P]-ATP. L’ARN radiomarqué a ensuite été purifié par une électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide en conditions dénaturantes (acrylamide:bisacrylamide 19:1, TBE 1X et 8 M urée), 
élués pendant 16 heures dans de l’eau à 4°C et récupérés à l’aide d’une précipitation telle que 
décrite précédemment. Le marquage a ensuite été resuspendu dans un volume de 20μl. 
 
2.2.5 Cartographie chimique au magnésium 
 
Les essais de cartographie chimique au magnésium (in-line probing) ont été réalisées tel que décrit 
précédemment (Winkler et al., 2002). Brièvement, l’ARN radiomarqué en 5’ a été mis en présence 
de 50 mM Tris-HCl (pH 8,5), 100 mM KCl et en absence ou en présence de concentrations 
croissantes de ligand (c-di-GMP). Le mélange a été chauffé à 70˚C, dans un bain sec et refroidi 
lentement (environ 2h) jusqu’à la température ambiante afin de permettre un repliement adéquat 
de l’ARN. Ensuite, le réactif (20 mM MgCl2) a été ajouté et le mélange réactionnel a été incubé à 
température ambiante pendant 48 à 72 heures. Les réactions ont été arrêtées par l’ajout d’un volume 
de formamide 100 %. Les produits de réaction ont ensuite été séparés lors d’une électrophorèse sur 
gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (acrylamide:bisacrylamide 19:1, TBE 1X et 8 M 
urée) et révélés par autoradiographie. 
 
2.2.6 Transcription in vitro à cycle unique 
 
Les matrices d’ADN correspondent aux riborégulateurs complets Cdi1-1 et Cdi1-12 ont été 
générées par PCR. Celles-ci contiennent le promoteur naturel du gène et 10 codons du cadre de 
lecture. L’initiation de la transcription a été effectuée en présence de deux nucléotides G et C et en 
absence du nucléotide C, qui permet de transcrire 14 nucléotides. Les transcrits pleine longueur 
mesurent 231 nucléotides, alors que le transcrit terminé mesure environ 112 nucléotides. Les essais 
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de transcription in vitro à cycle unique ont été réalisés tel que décrit précédemment (Blouin and 
Lafontaine, 2007). À moins de mention contraire, les réactions ont été effectuées de la façon 
suivante. Une réaction d’initiation de la transcription a été effectuée en incubant 300 fmoles d’une 
matrice d’ADN en présence de 2,5 mM rATP, 2,5 mM rGTP, 0,75 mM rUTP, 2 mCi [α-32P]-UTP, 
50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 20 mM MgCl2, 0,1 mM EDTA, 1,72 mM DTT, 10 % glycérol (V/V), 
0,25 unité d’ARN polymérase d’E. coli ainsi que la concentration désirée de c-di-GMP. Par la suite, 
l’élongation de la transcription a été complétée en ajoutant à la réaction des rNTP à une 
concentration finale de 0,1 mM et de 0,45 mg/ml d’héparine, cette dernière permettant d’empêcher 
la ré-initiation de la transcription. Les réactions ont été incubées 15 minutes à 37˚C avant d’être 
arrêtées lors de l’ajout d’un volume de formamide 100 %. Par la suite, les produits de réactions ont 
été résolus par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (8 % 
acrylamide:bisacrylamide 19:1, TBE 1X, 8 M Urée) et révélés par autoradiographie. 
 
2.2.7 Détermination du site d’initiation de transcription par extension d’amorce (primer 
extension) 
 
D’abord, l’ARN a été purifié de culture de C. difficile 630 Δerm incubée dans du BHIS jusqu’à 
une DO600 nm de 0,7. Les cultures ont été mélangées à de l’acétone-éthanol froid 1:1 puis placées 
à -80°C. La purification d’ARN a été effectuée avec le minikit RNeasy (QIAGEN) selon les 
instructions du manuel et la lyse a été effectuée avec des billes de verre. Suite à un lavage au 
tampon TE (Tris-HCl 1mM, EDTA 1mM) froid, les cellules ont été resuspendues dans du tampon 
RLT (QIAGEN) et soumises à 2 cycles de 40 secondes à 4 m/s avec l’appareil Fastprep 24 (MP 
Biomedicals) avec 0,5g de billes en verre de 0,1 mm. Les échantillons d’ARN purifiés ont subi un 
traitement à la DNase Turbo (Ambion), selon les directives du manuel en ajoutant une étape de 30 
minutes de digestion avec 1 μL d’enzyme. Les sites d’initiation de transcription des ARNs CD1990 
et ZmpI ont été déterminés, comme décrits précédemment dans (Prévost et al., 2007). Brièvement, 
40 µg d’ARN total de C. difficile ont été incubés, en présence de 2 pmol d’oligonucléotide d’ADN 
radiomarqué en 5’ et une réaction de transcription inverse a été effectuée avec Superscript II 
(protocole de Superscript II, Invitrogen). Les réactions ont été précipitées et séparées sur un gel de 
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polyacrylamide dénaturant. Des réactions de séquençage, en PCR, ont été utilisées comme des 
marqueurs de taille, le gel a été révélé par autoradiographie. 
 
2.2.8 Construction des plasmides 
 
Les plasmides pDG1661-CD1990RB et pDG1661-CD2830RB ont été construits comme suit : les 
régions régulatrices (promoteurs natifs, riborégulateur et 10 codons de l’ORF) de CD1990 et 
CD2830 ont été amplifiées de l’ADN génomique de C. difficile. Alors que le plasmide 
CD2830RBmut dont l’aptamère a été supprimé, a été construit comme suit : le promoteur natif et 
les 10 codons de l’ORF ont été amplifiés de l’ADN génomique de C. difficile avec les amorces 
suivantes : CD2830RBmutF et CD2830RBmutR (Tableau 4). Les produits ont été clonés dans 
pDG1661, en suivant le cadre de lecture pour respecter la fusion transcriptionnelle lacZ avec les 
enzymes de restriction EcoRI et BamHI selon les directives du fournisseur (NEB biolabs). Le 
plasmide pDP150-DccA a été construit précédemment par l’étudiante Maxime Paquette 
D’Avignon (mémoire de maîtrise, Université de Sherbrooke, 2015) en amplifiant dccA à partir du 
génome de C. difficile 630. Le plasmide pDP150 contient le promoteur phyper-spank inductible à 
l’IPTG et les sites thrC pour la recombinaison homologue dans B. subtilis. Puis, les plasmides ont 
été introduits dans les souches de B. subtilis qui contenaient les fusions lacZ par transformation 
selon la méthode décrite plus loin, afin de moduler le c-di-GMP lors des essais β-galactosidase. 
 
2.2.9 Construction des souches  
 
Les plasmides de fusions avec lacZ ont été introduits dans une souche de B. subtilis 168 par 
transformation. Les plasmides ont été intégrés par recombinaison homologue au locus amyE. Par 
la suite, le plasmide pDP150 contenant le gène dccA, qui code pour une DGC modulant la 
concentration intracellulaire du c-di-GMP, a été introduit dans les souches de B. sutilis contenant 
les fusions avec le gène lacZ et intégrés également par recombinaison homologue dans le 




2.2.10 Transformation dans B. subtilis 
 
Les transformations de toutes les souches de B. subtilis ont été effectuées selon le protocole de 
transformation pour B. subtilis (Vojcic et al., 2012). Les bactéries ont été incubées sur LB agar à 
37 °C pendant une nuit. Une colonie a ensuite été repiquée pour ensemencer un bouillon de 4 ml 
de milieu SM1 décrit dans le protocole de transformation de (Vojcic et al., 2012)  incubé à 37 C, 
pour la nuit avec agitation 225 rpm. Cette culture a été diluée, avec du milieu SM1, dans un volume 
final de 10 ml jusqu’à l’obtention d’une densité optique à 600 nm de 0,5 et a été incubée à 37 °C 
avec agitation pour 3 heures. Par la suite, 10 mL de milieu SM2 (protocole de transformation de 
Vojcic et al, 2012) ont été ajoutés ainsi que du tryptophane à une concentration finale de 50μg/mL. 
Les cellules ont ensuite été incubées dans les mêmes conditions pour 2 heures supplémentaires. 
Une aliquote de 500 μL de cellules maintenant compétentes a été mélangée à 1 μL d’ADN 
plasmidique (10 ng). Les cellules ont par la suite été incubées pendant une heure à 37 °C avec 
agitation et 300 μL de LB ont été ajoutés après 30 minutes. Les cellules transformées ont ensuite 
été étalées sur LB agar avec les antibiotiques nécessaires pour la sélection de chacun de plasmides. 
 
2.2.11 Essais β-galactosidase 
 
Comme décrit précédemment par Maxime Paquette-D’Avignon, l’activité β-galactosidase des 
fusions transcriptionelles des riborégulateurs Cdi1-1 et Cdi1-12, avec le gène rapporteur lacZ, a 
été mesurée dans des souches de B. subtilis dont la concentration en c-di-GMP varie selon des 
modifications apportées au protocole de Cutting et Hardwood (1990). La concentration de c-di-
GMP intracellulaire est modulée par la surexpression de la DGC (dccA) (figure 8). Des cultures en 
LB de 4 mL, avec les antibiotiques appropriés, ont été incubées à 37 C, pendant une nuit. Les 
cultures ont alors été diluées 1:100 dans 50 mL de milieu LB sans antibiotique puis incubées à 
37°C avec agitation jusqu’à une densité optique à 600 nm de 0,4. Ensuite, les cultures ont été 
séparées en 2 x 25 mL et l’une d’elles a été induite avec 1mM d’IPTG puis l’incubation a été 
poursuivie avec agitation à 37°C. Une aliquote de 4,5 mL de chaque culture a été prélevée lorsque 
la densité optique à 600 nm a atteint 0,8 et 1,5. La croissance a été arrêtée sur glace pendant 2 à 5 
minutes. Les aliquotes ont été centrifugées à 3700 g pendant 10 minutes puis les culots ont été 
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lavés avec du Tris-HCl à 25 mM pH 7,4 froid (4°C) puis recentrifugé. Les culots ont été congelés 
dans de l’azote liquide puis placés à -20°C. Par la suite, les culots ont été dégelés sur glace. Pour 
chaque ml de culture initiale les culots ont été resuspendus dans 640 μL de tampon Z (Na2HPO4 
·7H2O à 60mM, NaH2PO4 à 40mM, KCl à 10 mM, MgSO4·7H2O à 1mM à pH à 7,0 et 50 mM de 
β-mercaptoéthanol fraîchement ajouté chaque fois). 160 μL de lysozyme (Sigma, isolé de blanc 
d’oeuf de poule) à 2.5 mg/mL (dans du tampon Z sans β-mercaptoéthanol) ont été ajoutés à chaque 
échantillon de 640 μl (en triplicata pour chaque condition de culture). Chaque échantillon a été 
vortexé brièvement puis incubé 5 minutes  à 37°C. Ensuite, 8 μL de Triton X100 (Sigma) à 10 % 
ont été ajoutés aux échantillons puis ils ont été placés sur glace. Les échantillons ont été préchauffés 
pendant environ 5 minutes dans un bain à 30°C puis 0,2 mL d’ONPG (o-beta-galactopyranoside) 
4,0 mg/mL ont été ajoutés au temps initial (t0). Le temps a été noté de façon précise lorsque 
l’ONPG a été ajouté dans chaque échantillon. Les réactions ont été incubées en absence de lumière 
jusqu’à l’obtention d’une coloration jaune. La réaction a alors été arrêtée par l’ajout de 0,4 mL de 
Na2CO3 1M puis le temps a également été noté à ce moment (tj). Les échantillons ont été 
centrifugés dans une microcentrifugeuse à vitesse maximale pendant 5 minutes. Puis l’absorbance 
a été mesurée à 420 nm et 550 nm. Le blanc a été effectué avec 0,640 mL de tampon Z, 0,2 mL 
ONPG 4mg/mL et 0,4 mL de Na2CO3 1M. L’activité a été calculée avec la formule utilisée par 
Cutting et Hardwood (1990) et exprimée en Unités Miller : (1000 × DO 420 nm) / (Δt (min) × 
DO600) ou « DO » représente la densité optique mesurée à 420 nm et 600 nm et Δt (en minutes) 













Tableau 4. Oligonucléotides utilisés. 
CD2830 RB mut F 
CD2830 RB mut R 
CD2830 RB BamHI 
 CD1990 RB BamHI  
CD2830 RB EcoRI  
CD1990 RB EcoRI  
CD1990 DNA primer extension 
CD2830 DNA primer extension 
CD1990 Single round Rev 
CD1990 Single round For 
CD1990 RB Rev  T7  
CD1990 RB For T7  
CD2830 Single round Rev 
CD2830 Single round For 
 
CD2830 RB Rev  T7  













































3 RÉSULTATS  
 
 
3.1 La caractérisation structurale des riborégulateurs Cdi1-1 (CD1990) et Cdi1-12 
(ZmpI ou CD2830) 
 
3.1.1 L’alignement des séquences et détermination du consensus  
                                                                        
Au début de notre étude, nous avons aligné les séquences des riborégulateurs c-di-GMP de type 
I de C. difficile à l’aide d’un programme appelé ClustalW2, dont le but était de trouver un 
consensus. Ce dernier nous permet de déterminer une structure conservée au sein de ces 
riborégulateurs. Pour ce faire, nous nous sommes basés sur les coordonnées des séquences 
figurant dans les bases des données RFam et NCBI, ainsi sur les informations des 
riborégulateurs c-di-GMP chez C. difficile de l’étude de Soutourina et al (2013). Nous avons 
inclus les séquences des aptamères (en rouge) et des plateformes d’expression (en vert) des 10 
riborégulateurs c-di-GMP de type I de C. difficile, pour effectuer un alignement de séquences. 
Ensuite, nous avons utilisé un autre programme bio-informatique appelé RNAalifold (figure 12), 
pour construire une structure secondaire conservée à partir de l’alignement fait précédemment 


















Cdi1-2/3266964-3266879          UUAA-AUG--GCAAAAUUAGGGAAAUCUAAUGACGCAAAACUAUAGGGAU 101 
Cdi1-12/3303460-3303375         UUAA-AUGAGGCAAAACUAGGGAAACCUAGUCACGCAAAGCUAUAGGGGC 101 
Cdi1-3/308777-308867            CUAA-AUA-GGCAAAUCUAGAGAAAUCUAGUGACGCAAAGCUAUAGGGAC 101 
Cdi1-5/1142665-1142570          CUAA-AUC-GGCAAAACUAGAGAAAAUUAGUGACGCAAAGCUAUAGGGAC 101 
Cdi1-4/3379980-3380075          CUAA-AUC-GGCAAAACUAGAGAAAAUUAGUGACGCAAAGCUAUAGGGAC 101 
Cdi1-8/2297491-2297588          CUAA-AUC-GGCAAAACUAGAGAAAUUUAGUGACGCAAAGCUAUAGGGAC 101 
Cdi1-10/1653917-1653821         CUAA-AUC-GGCAAAACUAGAGAAAUUUAGUGACGCAAAGCUAUAGGGAC 197 
Cdi1-11/3936239-3936335         CUAA-AUC-GGCAAAACUAGAGAAAUUUAGUGACGCAAAGCUAUAGGGAC 101 
Cdi1-9/2671808-2671897          CUAA-AUC-GGCAAAACUAGAGAAAUUUAGUGACGCAAAGCUAUAGGGAC 108 
Cdi1-1/296528-2296435           CAGAUAUA-GGCAAUAUUAGAUAAAUCUAAUGACGCAAAACUAUAGGGAC 101 
                                   * **   ****   ***  ***  ** * ******* ********   
 
Cdi1-2/3266964-3266879          UAAAGCUUUUA------------AAGCCAUAUCAGCCAGUUGCUAAAAA- 138 
Cdi1-12/3303460-3303375         UAAAGUUUAGU------------AAACCAUGCCAGCCAGUUGCCGAAAA- 138 
Cdi1-3/308777-308867            UAAGGUUUAUAUACAU-------AAACUAUGUCAGCCAGUUGCCAAAAAA 144 
Cdi1-5/1142665-1142570          UAAGAUUUAUA-AAAU-UCUUAUAAAUUAUGCCAGCCAGUUGCCAAAAA- 148 
Cdi1-4/3379980-3380075          UAAGAUUUAUA-AAAU-UCUUAUAAAUUAUGCCAGCCAGUUGCCAAAAA- 148 
Cdi1-8/2297491-2297588          UAAGACUUAUAUAAAUAUCUUAUGAGUUAUGUCAGCCAGUUGCCAAAGA- 150 
Cdi1-10/1653917-1653821         UAACGCUUAUA-AAAUAAACUAUGAGUUAUGUCAGCCAGUUGCCAAAAA- 245 
Cdi1-11/3936239-3936335         UAACGCUUAUA-AAAUAAACUAUGAGUUAUGUCAGCCAGUUGCCAAAAA- 149 
Cdi1-9/2671808-2671897          UAACGCUUAUA-AAAUAA-------GUUAUGUCAGCCAGUUGCCAAAAA- 149 
Cdi1-1/2296528-2296435          UAAAAUCUUUA----UGUAAUAAAGGUCAUGUCAGCCAGUUGCCAAAAA- 146 
                                ***    *                    **  ***********  ** *  
 
Cdi1-2/3266964-3266879         GAGU------------------------AAAGUCU--------------- 149 
Cdi1-12/3303460-330337         GAGU------------------------AAAAAUU--------------- 149 
Cdi1-3/308777-308867           GAGUCCUAGGUGUAUUGUAUACCUAAGAAAAGUCUAUAAUGACUGCCUUU 194 
 
 
Cdi1-5/1142665-1142570         -GAU-------------------------AUUG-U--------------- 156 
Cdi1-4/3379980-3380075         -GAU-------------------------AUUG-U--------------- 156 
Cdi1-8/2297491-2297588         -GAU-------------------------AGUG-U--------------- 158 
Cdi1-10/1653917-1653821        -GAU-------------------------AUUG-U--------------- 253 
Cdi1-11/3936239-3936335        -GAG-------------------------AU-A-U--------------- 156 
Cdi1-9/2671808-2671897         -GAU-------------------------AUU--U--------------- 156 
Cdi1-1/2296528-2296435         -GAU-------------------------AAUAAU--------------- 155 
                                                            *    *                
AM180355.1/3266964-3266879      ----------UUUUAUUUU------------------------------- 158 
AM180355.1/3303460-3303375      ----------UCUUUUUGU------------------------------- 158 
AM180355.1/308777-308867        UUGGCAGUCAUUUUGUUAUGGAAAAAUCACUUUAUUUCAGUAGAAAAUAC 244 
AM180355.1/1142665-1142570      ----------UCUUUUUGU------------------------------- 165 
AM180355.1/3379980-3380075      ----------UCUUUUUGU------------------------------- 165 
AM180355.1/2297491-2297588      ----------UCUUUUUGU------------------------------- 167 
AM180355.1/1653917-1653821      ----------UCUUUUUGU------------------------------- 262 
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AM180355.1/3936239-3936335      ----------UCUUUUUGU------------------------------- 165 
AM180355.1/2671808-2671897      ----------UCUUUUUGU------------------------------- 165 
AM180355.1/2296528-2296435      ----------UCUUUUUGU------------------------------- 164 
                                          * ** ** *                                
 
Figure 11. Alignement de séquences des aptamères et plateformes d'expression des 
riborégulateurs c-di-GMP type I chez C. difficile. 
 
3.1.2 La prédiction des structures liées et non liées des riborégulateurs c-di-GMP Cdi1-
1 et Cdi1-12 
 
À partir des séquences que nous avons extraites de la base de donnés Rfam et les coordonnées 
publiées par Sudarsan et al (2008), nous avons construit l’aptamère des deux riborégulateurs 
dans leur forme liée. Cependant, la plateforme d’expression reste inconnue, parce qu’elle n’est 
pas conservée à travers les espèces possédant ce riborégulateur. Or, l’alignement des séquences 
englobant la plateforme que nous avons effectué, nous a permis d’établir une structure 
secondaire conservée entre les riborégulateurs c-di-GMP de type I un chez C. difficile 
seulement. En effet, la partie conservée dans la plateforme d’expression correspond à une tige 
boucle composée de la région 3’ de la P1 et d’une partie de début de la plateforme d’expression. 
Cela suggère que cette forme est celle que le riborégulateur adopte en absence du ligand, vu que 








Figure 12. La structure consensus du riborégulateur c-di-GMP type I chez C difficile. 
Avec l’alignement des séquences de 10 riborégulateurs c-di-GMP chez C. difficile, nous avons 
construit une structure secondaire. Nous avons constaté l’apparition de trois tiges boucles dont 
deux correspondent à la P2 (encadrée en noir) et la P3 (encadrée en violet), alors que la troisième 
la tige anti-P1 s’est formée d’une partie de la tige P1 et une partie de la plateforme d’expression.  
 
3.1.2.1  Prédiction de  la structure du riborégulateur Cdi1-1 (CD1990) 
 
Suite à la détermination du consensus du riborégulateur c-di-GMP type I chez C. difficile, nous 
avons prédit les deux structures liée et non liée du riborégulateur Cdi1-1 comprenant l’aptamère 
et la plateforme d’expression. La structure liée du riborégulateur suggère la formation d’une tige 
boucle suivie d’un polyU appelée le terminateur canonique de transcription dans la plateforme 
d’expression, après la liaison au ligand (figure 13 A). Cependant, la forme non liée suggère la 
formation d’une structure tige boucle appelée l’anti-P1, qui est composée de la partie 3’ de la 
tige P1 et d’une partie de la plateforme d’expression empêchant la formation du terminateur 




 Smith et al., 2011 
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         A                                                            B 
      
 
Figure 13. La structure secondaire prédite du riborégulateur Cdi1-1. 
(A), la structure du riborégulateur en présence du ligand. Le c-di-GMP est représenté en rouge, 
le premier Gα du ligand interagit avec le G17 par la liaison non canonique Hoogsteen face, alors 
que le G95 forme une paire de base Watson-Crick, ce qui permet la formation de la P1. Une 
autre liaison type Watson-Crick se forme entre le C41 et le G87 de la P3. Cette interaction 
stabilise une juxtaposition entre l’hélice P2 et P3 (Smith et al., 2009). (B), la structure non liée, 
en absence du ligand, l’anti-P1 (en vert) qui est composée du 3’ de la P1 et du début de la 








3.1.2.2    Prédire de la structure du riborégulateur Cdi1-12 (CD2830 ou ZmpI) 
  
Dans le cas du riborégulateur Cdi1-12, la prédiction de la structure liée suggère aussi que la 
liaison au ligand entraine la formation d’un terminateur canonique dans la plateforme 
d’expression (figure 14 A). Tandis que dans la structure non liée, l’absence du c-di-GMP 
favorise la formation de l’anti-P1 (figure 14 B). 
 
A                                                                 B             
      
 
Figure 14. La structure secondaire prédite du riborégulateur Cdi1-12. 
(A), la structure du riborégulateur en présence du ligand. Le c-di-GMP est représenté en rouge, 
le premier G du ligand interagit avec le G16 par la liaison non canonique Hoogsteen face, alors 
que le C88 forme une paire de base Watson-Crick avec le deuxième Gβ, ce qui permet la 
formation de la P1. Une autre liaison se forme entre le C40 et le G80 de type Watson-Crick. 
Cette interaction stabilise une juxtaposition entre l’hélice P2 et P3 (Smith et al., 2009). (B), la 
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structure non liée du riborégulateur. En absence du ligand, l’anti-P1 (en vert), qui est composée 
du 3’ de la P1 et du début de la plateforme d’expression, empêche la P1 de se former. 
 
3.1.3 La détermination du site d’initiation de la transcription des ARNm CD1990 et ZmpI 
par extension d’amorce 
 
Après la prédiction des structures des deux riborégulateurs Cdi1-1 et Cdi1-12, dans leurs formes 
liées et non liées, nous voulions déterminer le site d’initiation des ARNm. Du fait, il est 
important d’identifier le début des ARNm étudiés, cela sera utile lors de l’étude de la fonction 
et des mécanismes de régulation adaptées par les deux riborégulateurs (matériel et méthode ; 
partie transcription in vitro ; construction des souches). Dans cette approche, nous avons utilisé 
une technique qui s’appelle la détermination du site d’initiation de la transcription par extension 
d’amorce. Nous avons extrait les ARNm totaux de C. difficile 630, qui est la souche utilisée 
dans cette étude. Ensuite, nous avons effectué une rétrotranscription avec une sonde d’ADN 
complémentaire et qui s’hybride au 3’ de notre ARN (riborégulateur). Suite à cette hybridation, 
une enzyme appelée la rétrotranscriptase ou transcriptase inverse réalise la production de l’ADN 
complémentaire à partir de l’ARNm. Cette enzyme s’arrête au niveau du site d’initiation de la 
transcription (TSS ou transcription start site) de l’ARNm d’intérêt, donc le début de l’ADNc 
correspond au TSS. En parallèle, nous avons préparé des marqueurs de taille en utilisant la 
technique de séquençage par PCR. Deux amorces d’ADN radiomarquées complémentaires à 
l’ADN du 5’UTR des gènes CD1990 et ZmpI, ont été mises en présence de dNTPs et des 
ddNTPs, ce qui a permis de séquencer la partie 5’ UTR à chaque nucléotide. Les réactions ont 
été migrées sur le même gel de séquençage avec la réaction de rétrotranscription. En ce qui 
concerne le riborégulateur Cdi1-1 (figure 15 A), le TSS correspond au G27 de la séquence 
trouvée sur la base de données Rfam, ces résultats suggèrent que tout le 5’ de la P1 et une partie 
de la P2 sont absentes. Bien évidemment, les résultats antérieurs de prédiction du site d’initiation 
de la transcription (Soutourina et al., 2013), ont montré qu’il ne correspond pas au début de la 
séquence trouvé dans les bases de données Rfam et NCBI. En effet, dans leur étude le TSS 
prédit est le A14, qui suggère aussi que la partie 5’ de la P1 est absente. Cependant, le site 
d’initiation du Cdi1-12 correspond bel est bien au début de la séquence du riborégulateur trouvé 
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dans les bases des données mentionnées précédemment (figure 15 B). Suite à ces résultats nous 
avons décidé de voir si les deux riborégulateurs sont fonctionnels et si ces derniers réagissent 
en présence du c-di-GMP. 
 
          A                                                       B 
     
 
Figure 15. Détermination des sites d'initiation des deux riborégulateurs Cdi1-1 et Cdi1-12. 
(A), un gel de séquençage d’une rétrotranscription effectuée sur l’ARNm du gène CD1990, en 
présence des marqueurs de taille réalisée par une PCR de séquençage. (B), un gel de séquençage 
d’une rétrotranscription effectuée sur l’ARNm du gène ZmpI, en présence des marqueurs de 
taille réalisés par une PCR de séquençage. À gauche, les deux gels correspondent aux TSSs des 






3.1.4 Étude de l’interaction entre les riborégulateurs Cdi1-1, Cdi1-12 et le c-di-GMP  
 
Pour commencer, nous avons synthétisé in vitro les ARNs correspondant aux deux aptamères. 
Ensuite, ces ARNs ont été marqués radioactivement en 5’. Après, ils étaient incubés avec des 
concentrations croissantes de c-di-GMP en présence de magnésium, qui dégrade les structures 
flexibles et simples de l’ARN. Cependant, les structures secondaires et celles qui réagissent en 
présence du ligand sont protégées de cette dégradation. Pour le riborégulateur Cdi1-1 et l Cdi1-












Ces séquences précédées du promoteur T7 correspondent à l’aptamère de chacun des 
riborégulateurs  (figures 13 et 14). 
 
3.1.4.1 La cartographie chimique au magnésium de Cdi1-1 (CD1990)   
    
Les résultats de la cartographie chimique au magnésium nous a révélé l’absence des intercations 
entre le l’aptamère du riborégulateur Cdi1-1 et le c-di-GMP. En effet, nous n’avons remarqué 
aucune protection de clivage en présence du ligand, les régions conservées et responsables de 
la liaison du c-di-GMP ainsi celles qui subissent des changements structuraux sont restées 
accessibles au clivage. Cela suggère que l’aptamère Cdi1-1 ne lie pas le c-di-GMP (figure 16). 
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     A                                                                            B 
                               
  
Figure 16. La cartographie chimique au magnésium de l’aptamère de Cdi1-1. 
(A), gel de séquençage représentant la cartographie chimique de l’aptamère Cdi1-1 radiomarqué 
en 5’. NR : ARN non réagi. OH : Échelle de digestion alcaline. T1 : Digestion partielle par la 
RNase T1 (clive les G). Les ARN ont été incubés environ 48h en absence et en présence de 
concentrations croissantes de c-di-GMP (100pM à 100μM), dans le tampon de cartographie 
chimique. (B), la structure liée de l’aptamère de Cdi1-1 prédite montrant la poche de liaison du 
c-di-GMP. Le ligand est représenté en rouge. 
 
3.1.4.2 La cartographie chimique au magnésium et la détermination du Kd de Cdi1-12 
(ZmpI)   
 
Dans le cas du riborégulateur Cdi1-12, la présence du c-di-GMP a entrainé une protection de 
clivage dans trois régions spécifiques de l’aptamère. Le premier endroit est le cœur de la liaison 
du ligand, ce dernier forme une interaction hoogsten avec le G17 alors que le A44 s’emplit entre 
les deux G du c-di-GMP. Cela favorise une protection au niveau de la structure. La deuxième 
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région protégée est due à la formation d’une paire de base Watson-Crick entre le G80 et C40 en 
présence du ligand selon les études précédentes (Smith et al., 2009), cette liaison est importante 
pour la stabilisation de la structure liée du riborégulateur avec le c-di-GMP. La troisième région 
protégée est la partie 3’ de la P1 ou le C87 forme une liaison Watson-Crick avec le Gβ du ligand 
ce qui fournira une protection du clivage causée par la présence du magnésium (figure 17A). 
Nous avons déterminé le Kd de l’aptamère Cdi1-12 et qui est égal à 1,39 ± 0,2 nM (figure 17 
B), cela montre que le riborégulateur a une très bonne affinité au c-di-GMP. 
A                                                                         B 
                     
 
Figure 17. La cartographie chimique en magnésium de l'aptamère de Cdi1-12. 
(A), Cartographie chimique de l’aptamère Cdi1-12 démontrant des changements c-di-GMP-
dépendants dans le clivage spontané de l’ARN. NR : ARN non réagi. OH : Échelle de digestion 
alcaline. T1 : Digestion partielle par la RNase T1 (clive les G). Les ARN ont été incubés environ 
48h en absence ou en présence de concentrations croissantes de c-di-GMP (100pM à 100μM), 
dans le tampon de cartographie chimique. (B) Exemple de graphique ayant servi à la 
détermination du Kd de l’aptamère Cdi1-12, Le Kd de 1,39 ± 0,2 nM a été calculée à partir de 
Kd  = 1,39 ± 0,2 nM 
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tous les graphiques ainsi obtenus. Les flèches présentent chaque position où des changements 
dans le patron de clivage dépendants de la concentration de c-di-GMP. 
 
3.1.5 La détermination du mécanisme de régulation in vitro des riborégulateurs Cdi1-1 
et Cdi1-12 
 
3.1.5.1  La détermination du mécanisme de régulation par le riborégulateur Cdi1-12 
 
Les études menées sur les riborégulateurs c-di-GMP ont suggéré un mécanisme de régulation 
transcriptionnelle Rho-indépendante pour tous les riborégulateurs c-di-GMP chez C. difficile 
(Sudarsan et al., 2008). Dans l’étude de Soutourina et al (2013) et lors des essais de buvardage 
de type Northern sur l’ARNm de ZmpI, un transcrit tronqué a été à des concentrations 
intracellulaires élevées de c-di-GMP. Pour cela, nous avons proposé un mécanisme de 
régulation transcriptionnelle Rho-indépendante pour le riborégulateur Cdi1-12. Pour vérifier 
cette hypothèse, nous avons procédé à la transcription in vitro à un cycle unique (décrite plus 
haut) en présence des concentrations croissantes de ligand (500pM à 100µM), nous avons utilisé 
pour cet essai la séquence, comprenant le promoteur naturel, l’aptamère, la plateforme 
d’expression et 10 codons de l’ORF ont été utilisés (figure 18). 
 








 Figure 18. La séquence du riborégulateur Cdi1-12 utilisée lors de l'essai de la 
transcription in vitro à cycle unique. 
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Dans le cas où le riborégulateur Cdi1-12 adopte un mécanisme de régulation transcriptionnel 
Rho-indépendante, nous nous attendons à observer deux transcrits sur un gel d’acrylamide. Le 
plus court correspondrait à un transcrit terminé et le plus long à un transcrit pleine longueur 
(figure 19 A). Selon le protocole de la transcription in vitro utilisé au laboratoire, nous 
transcrivons les premiers 14 nucléotides en présence de l’UTP radioactive. Cette première étape 
consiste à synchroniser l’ARN polymérase. Ensuite, nous poursuivons la transcription pendant 
15 minutes, en absence et en présence de concentration croissante de c-di-GMP. Les résultats 
de la transcription in vitro suggèrent que le riborégulateur régule la terminaison de la 
transcription lors de sa liaison avec le c-di-GMP. De plus, nous avons déterminé la T50 (la 
concentration du ligand nécessaire pour provoquer 50% d’arrêt de transcription), qui est égale 
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Figure 19. La transcription in vitro à cycle unique du riborégulateur Cdi1-12. 
A), gel d’acrylamide présentant la transcription in vitro effectuée sur le riborégulateur Cdi1-12, 
les deux bandes longues et courtes représentent le transcrit pleine longueur et le transcrit terminé 
respectivement. B), la structure liée du riborégulateur Cdi1-12, la flèche grise représente la 
région de l’arrêt de la transcription.  
 
3.1.5.2 La détermination du mécanisme de régulation par le riborégulateur Cdi1-1 
 
Le riborégulateur Cdi1-1 est prédit pour réguler positivement le gène CD1990, donc nous nous 







présence du c-di-GMP. La construction utilisée, pour cet essai, comprend le promoteur naturel, 




                                                                                                                -10 
TTTGAGGTAATATTATTTTTTAATTGTTCAAATTATGTTATTATTCAGATATAGGCAAT
ATTAGATAAATCTAATGACGCAAAACTATAGGGACTAAAATCTTTATGTAATAA 
TSS (identifié dans notre étude) 
AGGTCATGTCAGCCAGTTGCCAAAAAGATAATAATTCTTTTTGTTAAAAGTATTTTT 




Figure 20 : la séquence du riborégulateur Cdi1-1 utilisée lors de l'essai de  la transcription 
in vitro à cycle unique. 
 
Le résultat de la transcription in vitro suggère l’absence d’une régulation transcriptionelle c-di-
GMP dépendante via le riborégulateur Cdi1-1. Du fait que lors de cet essai nous n’avons observé 









Figure 21. La transcription in vitro à cycle unique du riborégulateur Cdi1-1. 
Gel d’acrylamide représentant la transcription in vitro effectuée sur le riborégulateur Cdi1-1. La 
bande représente le transcrit pleine longueur de la séquence utilisée dans l’essai.  
 
3.2 L’étude de la régulation de l’expression génique par les riborégulateurs c-di-GMP 
 
3.2.1  L’étude de l’expression génique par le riborégulateur Cdi1-12 
 
Après avoir déterminé le mécanisme de régulation de riborégulateur Cdi-12 in vitro, nous 
voulions également confirmer ces résultats in vivo. Pour cela, nous avons procédé à l’essai β-
galactosidase avec le gène rapporteur lacZ dans la bactérie B. subtilis, cette bactérie à Gram 
positif à un pourcentage G+C faible, qui semble appropriée pour l’étude des riborégulateurs c-
di-GMP de C. difficile. Nous avons préparé des fusions transcriptionnelles qui permettent de 
déterminer le niveau des ARNm, dans un contexte naturel et un contexte de mutant. La première 
construction consiste à contenir le promoteur naturel, le riborégulateur, 10 codons du gène ZmpI 
et le gène lacZ, la deuxième construction consiste à déléter une partie du riborégulateur 
(l’aptamère et une partie de la plateforme d’expression). Toutefois, cette construction contient 
également le promoteur naturel, 10 codons du gène ZmpI et le gène LacZ dont l’objectif était de 
vérifier si le promoteur est sensible au c-di-GMP. Les souches de B. subtilis contenant les 






gène dccA code pour une DGC, et l’expression de cette protéine est sous le contrôle d’un 
promoteur inductible à l’IPTG pour pouvoir contrôler la concentration intracellulaire du c-di-
GMP.  
 
Dans le contexte naturel, nous avons remarqué que l’activité β-galactosidase diminue de façon 
significative. Ces résultats suggèrent que la transcription du gène lacZ via le riborégulateur 
Cdi1-12 semble être régulée par l’augmentation de la concentration du c-di-GMP (+ c-di-GMP), 
et cela par rapport à la condition contrôle (- c-di-GMP) (figure 22). Cependant, dans le contexte 
de mutant, l’activité β-galactosidase n’a subi aucun effet c-di-GMP dépendant, qui suggère 





Figure 22. Activité β-galactosidase de la fusion Cdi1-12-ZmpI-lacZ. 
Les données de ce graphique représentent l’activité β-galactosidase de la fusion Cdi1-12-ZmpI-
lacZ de la moyenne d’un triplicata biologique. Les différentes conditions sont présentées dans 
la légende en condition induite (barres grises) ou non induite (barres oranges) avec 1mM 
d’IPTG. Les échantillons ont été récoltés à 0,8 DO600 nm (ZmpI 0.8) et à 1,5 DO600 nm (ZmpI 




GMP) et non induit (-c-di-GMP), sont significativement différentes  (two-ways ANOVA) par 





Figure 23. Activité β-galactosidase de la fusion Cdi1-12mut-ZmpI-lacZ. 
Les données de ce graphique représentent l’activité β-galactosidase de la fusion Cdi1-12mut-
ZmpI-mut lacZ de la moyenne d’un triplicata biologique. Les différentes conditions sont 
présentées dans la légende en condition induite (barres grises) ou non induite (barres oranges) 
avec 1mM d’IPTG. Les échantillons ont été récoltés à 0,8 DO600 nm (ZmpI 0.8) et à 1,5 DO600 
nm (ZmpI 1.5). Les barres d’erreurs représentent l’écart type, obtenues avec pDP150-DccA 
induit et non induit, et les moyenne ne sont pas significativement différentes (two-ways 
ANOVA). 
 
3.2.2  L’étude de l’expression génique par le riborégulateur Cdi1-1 
 
Malgré les résultats des essais in vitro précédents qui montrent que le riborégulateur Cdi1-1 
n’est pas fonctionnel, nous avons procédé à l’essai in vivo afin de vérifier l’expression génique 
du gène CD1990, en présence de concentrations élevées de c-di-GMP. Nous avons suivi les 
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mêmes étapes de construction des souches et nous avons réalisé une fusion transcriptionnelle 
contenant le promoteur naturel, le riborégulateur 10 codons du gène CD1990 et le gène lacZ. 
Les résultats ont montré que l’activité β-galactosidase n’a subi aucun changement significatif. 
La transcription du gène lacZ semble ne pas être modulée par le c-di-GMP via le riborégulateur 




Figure 24. Activité β-galactosidase de la fusion Cdi1-1-CD1990-lacZ. 
Les données de ce graphique représentent l’activité β-galactosidase de la fusion Cdi1-1-
CD1990-LacZ de la moyenne d’un triplicata biologique. Les différentes conditions sont 
présentées dans la légende en condition induite (barres grises) ou non induite (barres oranges) 
avec 1mM d’IPTG. Les échantillons ont été récoltés à 0,8 DO600 nm (ZmpI 0.8) et à 1,5 DO600 
nm (ZmpI 1.5). Les barres d’erreurs représentent l’écart type, obtenues avec pDP150-DccA 













L’objectif de notre étude était de caractériser la structure et le mécanisme de régulation des deux 
riborégulateurs c-di-GMP Cdi1-1 du gène CD1990 et Cdi1-12 du gène ZmpI, appartenant au 
type I chez C. difficile. Les résultats, qui répondent aux objectifs cités ci-haut, seront discutés 
dans ce chapitre en deux grandes sections. 
 
4.1 La caractérisation structurale 
 
En 2008, les riborégulateurs c-di-GMP ont été mis en évidence pour la première fois. Cette 
nouvelle classe est présente chez plusieurs genres bactériens tels que Bacillus, Vibrio, 
Clostridium… etc. Lors de cette découverte, deux types de ce riborégulateur ont été caractérisés, 
ils  diffèrent dans leurs structures, dans la reconnaissance de leur ligand, et il a été montré ainsi 
qu’ils adoptent des mécanismes de régulation différents. Quelques années plus tard, les 
structures des deux aptamères ont été étudiées plus en détail. Le  cristal de l’un des deux 
aptamères de V. cholerae a été réalisé, et les interactions ligand-riborégulateur ont été bien 
définies (Furukawa et al., 2012). De plus, les structures conservées des deux aptamères du 
riborégulateur c-di-GMP ont été retrouvées chez C. difficile. En effet, ce riborégulateur est 
considéré comme le plus abondant dans le génome de cette bactérie, qui contient 12 
riborégulateurs type de I  et 4  de type  II. L’importance de la signalisation par ce messager 
secondaire a été largement décrite chez C. difficile. En effet, il est impliqué dans la transition 
entre la motilité et la formation du biofilm. Tel qu’il a été démontré (Bordeleau et al., 2015), 
l’expression du gène PilA1 codant pour une piline est modulée par les concentrations 
intracellulaires du c-di-GMP et cela via un riborégulateur de type II Cdi2-4. Dans notre étude 
menée sur les deux riborégulateurs Cdi1-1 et Cdi1-12, la structure complète (aptamère et 
plateforme) de ces derniers a été prédite grâce à un alignement de séquence. Des régions 
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conservées, qui correspondent aux consensus de l’aptamère lié au ligand du riborégulateur c-di-
GMP type I (Smith et al., 2011), ont été identifiées. Cette ressemblance réside dans la tige P2 et 
P3. Toutefois, une autre tige boucle conservée apparaissait, elle s’est formée à la place de la 
tige P1 après avoir inclus la séquence de la plateforme d’expression. Cela suggère que 
probablement le riborégulateur prend cette forme lorsqu’il n’est pas lié au ligand, donc nous 
l’avons appelée la tige anti-P1. Ensuite, nous avons été capables de prédire les structures 
complètes liées des deux riborégulateurs. En présence du c-di-GMP, nous avons prédit la 
formation d’une tige boucle suivi d’un polyU dans la plateforme d’expression, connue encore 
sous le nom de terminateur de transcription canonique, ce dernier ne se forme pas dans la 
structure non liée en absence de c-di-GMP. En outre, la tige anti-P1 conservée, qui empêche la 
tige P1 de se former, interdit également la formation du terminateur canonique. La seule 
structure complète liée et non liée prédite d’un riborégulateur c-di-GMP chez C. difficile est 
celle du Cdi2-4 du gène PilA1 (Bordeleau et al., 2015).  Comme la plupart des riborégulateurs, 
les riborégulateurs c-di-GMP ont été découverts à l’aide des programmes bio-informatiques. 
Bien évidemment, les études qui ont été réalisées sur un modèle de ces derniers ont révélé la 
présence d’une conservation structurale surtout au niveau de l’aptamère. Lorsque les 
riborégulateurs c-di-GMP ont été découverts, le Vc2 du gène tfox like de V. cholerae a été 
largement étudié pour déterminer la structure liée de l’aptamère à son ligand. En effet, le cristal 
de l’aptamère de ce riborégulateur type I a été défini, ce qui a permis de déterminer les 
interactions entre le c-di-GMP et le riborégulateur Vc2 (Smith et al., 2009). La présence de 
riborégulateur de type I a été prédite dans plusieurs espèces bactériennes entre autres le C. 
difficile, mais la structure ainsi le mécanisme de régulation restent toujours à investiguer. 
 
4.1.1 La prédiction des structures liées et non liées des deux riborégulateurs Cdi1-1 et 
Cdi1-12 
 
La première séquence consensus de l’aptamère du riborégulateur c-di-GMP lié publiée nous a 
permis de prédire une partie de la structure de nos riborégulateurs. En revanche, le consensus 
que nous avons défini et qui englobe l’aptamère et la plateforme d’expression nous a accordé 
une idée vis-à-vis la structure de la plateforme d’expression que les riborégulateurs c-di-GMP 
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de type I du C. difficile peuvent adopter. Pour cela, nous nous sommes servis du premier 
consensus (Smith et al., 2009), pour construire l’aptamère des deux riborégulateurs c-di-
GMP Cdi1-1 et Cdi1-12. Le riborégulateur Cdi1-1 se trouve dans le 5’ UTR du gène CD1990. 
Il a été prédit comme un activateur de l’expression génique, en se basant sur les résultats 
d’études faites par (Soutourina et al., 2013). Dans cette étude, les chercheurs ont mesuré le taux 
d’expression des gènes contenant dans leurs 5’UTR les riborégulateurs c-di-GMP prédits en 
fonction de la concentration du ligand. Parmi les 12 gènes ayant le riborégulateur de type I, 
seule l’expression du gène CD1990 a augmenté dans de hautes concentrations de c-di-GMP, 
donc les chercheurs ont proposé une régulation positive par le riborégulateur Cdi1-1. Toutefois, 
la structure prédite liée et non liée que nous avons trouvée grâce à notre alignement des 
séquences suggère que le riborégulateur régule le gène négativement, du fait qu’en présence du 
ligand, un terminateur intrinsèque de transcription se forme dans la plateforme d’expression. Le 
riborégulateur Cdi1-12 se trouve dans la partie 5’UTR du gène ZmpI. Ce gène code pour du 
zinc-métalloprotéase caractérisée par Cafardi et al (2013) et Hensbergen et al (2014). Dans leur 
étude, ils ont montré que cette protéase clive les adhésines CD3246 et CD2831. Ainsi, ils ont 
proposé que la ZmpI clive les adhésines en fonction de la concentration intracellulaire du c-di-
GMP. Cette hypothèse a été vérifiée par l’étudiante Maxime Paquette-D’Avignon, où elle a 
montré que l’expression du gène ZmpI est modulée par le c-di-GMP (mémoire de maîtrise de 
Maxime Paquette-D’Avignon, Université de Sherbrooke, 2015). Dans l’étude précédente 
(Soutourina et al., 2013), il a été observé que l’expression du gène ZmpI a diminué 
significativement à une concentration intracellulaire élevée de c-di-GMP, ce qui suggère une 
régulation négative possible par le riborégulateur prédit dont la structure est inconnue. Bien 
évidemment, la séquence de ce dernier faisait partie de l’alignement des séquences 
riborégulateurs c-di-GMP de type I chez  C. difficile. À partir des deux consensus, nous étions 
capables de prédire les deux structures liées et non liées du riborégulateur Cdi1-12. Nos 
structures prédites concordent avec les résultats de l’étude précédente, qui a montré que le gène 
ZmpI, est modulé négativement en présence de fortes concentrations de c-di-GMP, ce qui 
suggère la possibilité d’une régulation génique par ce riborégulateur. De plus, la forme liée 
prédite du riborégulateur a révélé la formation d’un terminateur canonique dans la plateforme 
d’expression suite à la liaison du ligand à l’aptamère, ce terminateur est empêché de s’établir 
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par une structure secondaire (tige boucle), dans la forme non liée, cette tige boucle est composée 
du 3’ de la P1 et une partie de la plateforme d’expression. 
 
4.1.2 La caractérisation des interactions ligand/riborégulateurs et détermination de 
l’affinité  
 
La régulation de l’expression génique via un riborégulateur est le résultat d’un changement de 
conformation structural induite par le ligand. Pour cela nous devions confirmer  l’interaction 
entre les riborégulateurs c-di-GMP, Cdi1-1 et Cdi1-12 et le ligand. Nous avons réalisé la 
cartographie chimique au magnésium. À l’aide de cette technique, nous avons pu vérifier si les 
deux riborégulateurs sont capables de lier le c-di-GMP. Nous avons notamment déterminé les 
régions qui interagissent avec le ligand. En présence du ligand, le riborégulateur Cdi1-1 n’a subi 
aucun changement structural, et aucune protection du clivage due au Mg2+ n’a été observée, ce 
qui montre que ce riborégulateur était incapable de lier le ligand. Cependant, le riborégulateur 
Cdi1-12 est capable de lier le c-di-GMP et cela s’est traduit sous forme de protection de clivage 
qui est due non seulement à la liaison du ligand, mais aussi aux changements structuraux qui 
résultent suite à cette interaction ligand/riborégulateur. Nous avons observé une protection au 
niveau du nucléotide A44, du fait que ce dernier s’empile entre les deux G du ligand, ainsi au 
niveau du G80, qui est devenu protégé grâce à la paire de base Watson-Crick, qui s’est formée 
entre celui-ci et le C40, ces deux nucléotides sont hautement conservés à travers les 
riborégulateurs c-di-GMP type I (Smith et al., 2009). Une autre protection a été observée au 
niveau du 3’ de la P1 qui est devenue moins accessible à la dégradation par le Mg2+. Ces 
interactions ligand/riborégulateur correspondent à celles qui ont été rapportées dans le cas du 
riborégulateur c-di-GMP de type I Vc2 qui régule le gène VC1722 (Sudarsan et al., 2008 ; Smith 
et al., 2009). Nous avons ainsi déterminé le Kd du riborégulateur qui correspond à la 
concentration du ligand nécessaire pour avoir 50 % de molécules liées et qui est égal à 1,39 ± 
0,011 nM, celui-là est semblable au Kd du riborégulateur Vc2 (Sudarsan et al., 2008). Ces 
résultats montrent que le riborégulateur Cdi1-12 agit bel est bien en présence de c-di-GMP, ce 
qui n’est pas le cas du riborégulateur Cdi1-1. Ce dernier semble avoir aucune interaction avec 
le ligand in vitro, cela suggère que ce riborégulateur est incapable de lier le c-di-GMP. Toutefois 
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d’autres essais sont nécessaires pour confirmer ce résultat. De même, nous avons proposé un 
mécanisme de régulation transcriptionnelle négative Rho-indépendant pour les deux 
riborégulateurs vue que les structures prédites montre la formation un terminateur de 
transcription canonique, qui est le contraire ce qui a été observé pour le riborégulateur Cdi1-1. 
En effet, Soutourina et al (2013) ont observé une augmentation de l’expression du gène CD1990 
à des concentrations élevé du c-di-GMP. Cela suggère que le riborégulateur Cdi1-1 est 
activateur de transcription. Cependant, le même phénomène a été observé lors de l’étude de 
Sudarsan et al (2008) sur les riborégulateurs c-di-GMP chez V. cholerae. Les chercheurs ont 
proposé une régulation négative de l’expression du gène gbpA par son riborégulateur Vc1, tandis 
que l’étude récente de Kariisa et al (2016) a montré que ce riborégulateur module positivement 
l’expression de son gène. Dans l’étude effectuée sur le riborégulateur Cdi2-4 (Bordeleau et al., 
2015), ils ont montré que ce dernier adopte un mécanisme de régulation transcriptionnel Rho-
indépendant qui module positivement l’expression du gène en aval. Ainsi, nos structures liées 
et non liées prédites des riborégulateurs Cdi1-1 et Cdi1-12 montrent que la liaison du ligand 
entraîne un changement structural dans la plateforme d’expression qui favorise la formation 
d’un terminateur intrinsèque de transcription. Pour confirmer cette hypothèse, nous avons 
procédé à la transcription in vitro en absence et en présence de concentrations croissantes de c-
di-GMP, et cela pour les deux riborégulateurs. 
 
4.1.3 Le riborégulateur Cdi1-12 est transcriptionnel et régule la terminaison de la 
transcription Rho-indépendante du gène ZmpI 
 
En présence de c-di-GMP, nous avons observé l’apparition d’un transcrit tronqué, ce qui 
démontre que la liaison du ligand à son riborégulateur a entraîné une terminaison de la 
transcription sans l’intervention des protéines. Ces résultats confirment notre modèle proposé, 
et ils confirment les deux structures liée et non liée prédites, ainsi ils confirment notre hypothèse 
de départ qui proposait que le riborégulateur régule la transcription. Cela concorde bel est bien 
avec les résultat de Soutourina et al, (2013) qui montre une régulation transcriptionnelle 
négative c-di-GMP dépendante . Grâce à d’autres essais de transcription, en présence de 
marqueurs de taille, nous avons pu déterminer la longueur du transcrit complet, qui a une taille 
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de 231 nucléotides et la longueur du transcrit terminé qui a une taille de 121 nucléotides. Nous 
avons également déterminé la concentration nécessaire du c-di-GMP qui provoque 50 % de la 
terminaison de transcription (T50), et qui est égale à = 935 ± 114 nM. A ce jour, seule la T50 
du riborégulateur Cdi2-4 a été déterminée et elle est égale à 70 ± 12 nM (Bordeleau et al., 2015). 
Ces concentrations concordent avec celles de l’état  physiologique dans C. difficile (Purcell et 
al., 2012). De plus, plusieurs paramètres influencent la liaison du riborégulateur à son ligand, 
les changements structuraux et la régulation de la transcription in vitro, telle que la vitesse de la 
transcription qui à son tour varie selon la concentration des rNTPs et affecte l’efficacité de 
l’ARN polymérase (Wickiser et al., 2005). Ce qui explique la variation dans les concentrations 
de ligand nécessaires pour générer 50% d’arrêt de transcription. 
 
4.1.4 Le riborégulateur Cdi1-1 ne semble pas réguler la transcription du gène CD1990 
 
Nous avons réalisé la transcription in vitro à cycle unique pour vérifier si le riborégulateur Cdi1-
1 a un effet sur la transcription du gène CD1990. Bien que, les résultats obtenus de l’essai de 
cartographie chimique au magnésium montrant que l’aptamère du riborégulateur n’agit pas en 
présence de c-di-GMP, nous avons essayé de voir si ce dernier régule la transcription de manière 
Rho-indépendante comme le riborégulateur Cdi1-12. Dons le cas de ce riborégulateur, nous 
attendions à observer deux transcrits, un transcrit abortif et un transcrit pleine longueur qui 
apparaîtrait en augmentant les concentrations du ligand. Ces résultats constitueraient l’effet 
opposé observé avec le riborégulateur Cdi1-12 sur la transcription du gène ZmpI. 
Malheureusement, aucun effet c-di-GMP sur la transcription n’a été observé, ce qui a été attendu 
puisque les résultats des essais précédents n’ont montré aucune interaction 
ligand/riborégulateur. Ces résultats indiquent deux possibilités, soit  le riborégulateur n’est pas 
fonctionnel et que l’effet du c-di-GMP sur l’expression du gène CD1990 observé lors de l’étude 
de Soutourina et al (2013), est probablement due à l’implication d’autres facteurs ou bien au 
promoteur du gène lui-même, soit ce riborégulateur adopte un mécanisme de régulation non 
transcriptionnel. Pour répondre à cette question, nous proposant de vérifier l’effet de c-di-GMP 
à d’autres niveaux tels que la traduction. 
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4.2 La caractérisation fonctionnelle  
 
Au début de notre projet, nous avions comme objectif de caractériser le mécanisme de régulation 
des deux riborégulateurs. Bien que le Cdi1-1 et le Cdi1-12 appartiennent au même type de 
riborégulateur C-di-GMP, une surexpression d’une DGC et l’augmentation de la concentration 
intracellulaire du c-di-GMP a provoqué une diminution de l’expression du CD2830 ou ZmpI, 
tandis que l’expression du gène CD1990 a augmenté significativement. À la lumière de leurs 
résultats Soutourina et al, (2013) ont proposé que les deux riborégulateurs modulent 
différemment l’expression des gènes en aval. Certainement, et cela a été déjà montré dans le cas 
des deux riborégulateurs c-di-GMP type I chez V. cholerea. Le riborégulateur Vc1 situé en 
amont du gène gbpA et Vc2 situé en amont du gène VC1722. En effet, le riborégulateur Vc1 agit 
en présence du c-di-GMP et module l’expression du gène gbpA positivement, mais le 
mécanisme de régulation est encore inconnu (Sudarsan et al., 2008; Kariisa et al., 2016). Ainsi, 
une étude récente a montré que le riborégulateur Vc2 régule négativement l’expression du gène 
VC1722 au niveau traductionnel (Inuzuka et al., 2016). Cependant, nos résultats précédents sur 
un de nos riborégulateurs étudiés ont révélé que le Cdi1-1 ne réagit pas en présence de ligand in 
vitro. Donc nous avons proposé l’implication du promoteur ou d’autres facteurs indispensables 
dans l’effet c-di-GMP observé auparavant. Pour répondre à cette question, nous avons réalisé 
des essais β-galactosidase sur une fusion transcriptionnelle comprenant le promoteur naturel, le 
riborégulateur, une partie de l’ORF et le gène LacZ dans la bactérie modèle B. subtilis, cela nous 
a permis de vérifier l’effet du c-di-GMP sur l’expression du gène CD1990. Les résultats de cet 
essai n’ont révélé aucune régulation c-di-GMP dépendante dans B. subtilis. Cependant, les 
essais β-galactosidase sur le riborégulateur Cdi1-12 ont montré clairement une régulation de 
l’expression génique. En effet, l’activité β-galactosidase a été significativement réduite 3,4 fois 
en présence du c-di-GMP, tandis que dans le cas où le riborégulateur Cdi1-12 a été délété, aucun 
effet ligand n’a été observé. Ces résultats démontrent que l’expression du gène ZmpI codant 
pour la synthèse de la protéine ZmpI (zinc-métalloprotéase) modulée négativement via le 
riborégulateur Cdi1-12, et que le promoteur n’a aucun effet sur l’expression du gène. Bien 
évidemment, la répression c-di-GMP-dépendante de l’expression génique du gène ZmpI était 
également suggérée par Peltier et al (2015). Ils ont constaté l’absence du clivage de la protéine 
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CD2831 par la protéase ZmpI en présence d’une forte concentration intracellulaire de c-di-
GMP. Suite à ces résultats, les chercheurs ont proposé que la synthèse de la ZmpI ait été inhibée 
par ce messager secondaire.  
 
Le mystère du riborégulateur Cdi1-1 reste non résolu. Dans notre étude, nous n’étions pas 
capables de comprendre l’absence de tout effet riborégulateur-dépendant sur l’expression 
génique de CD1990. Bien que cette régulation ait été déjà rapportée par d’autres chercheurs, 
nous n’avons remarqué aucun effet c-di-GMP sur l’activité β- galactosidase dans B. subtilis. 
Pour cette raison, nous avons suggéré que la régulation observée ait lieu seulement dans le C. 
difficile, où l’implication d’autres facteurs serait nécessaire pour le fonctionnement du 
riborégulateur. De plus, dans l’étude récente sur le riborégulateur Vc1, il a été observé que ce 
dernier ne se comporte pas entièrement comme les riborégulateurs c-di-GMP de type I au niveau 
structural, plus précisément dans la liaison avec le c-di-GMP. Cela suggère que les 
riborégulateurs c-di-GMP type I ne présentent pas une conservation structurale et fonctionnelle 
(Kariisa et al., 2016), ce qui peut expliquer l’absence de l’interaction entre le Cdi1-1 et le ligand 
in vitro. Pour confirmer cette hypothèse, d’autres expériences demeurent nécessaires pour 
vérifier la possibilité d’un effet promoteur avec l’implication des facteurs indispensables à la 
modulation de l’expression du gène, ces expériences seront réalisées dans l’état natif.  
 
Dans l’étude de Hensbergen et al (2014), les chercheurs ont démontré que la protéine ZmpI clive 
l’adhésines CD2831, et ils ont suggéré que ce processus est régulé par les concentrations 
intracellulaires de c-di-GMP. Ainsi, dans l’étude réalisée par l’étudiante Maxime Paquette-
D’Avignon (mémoire de maîtrise, Université de Sherbrooke, 2015), elle a montré que 
l’expression du gène CD2831 ayant le riborégulateur Cdi2-3 dans son 5’ UTR, augmente 
significativement dans les concentrations intracellulaires élevées de c-di-GMP. Donc avec ces 
résultats, nous avons prédit l’implication des deux riborégulateurs c-di-GMP de type I et type II 
dans le processus d’attachement et de détachement de la cellule bactérienne. De plus, dans notre 
étude actuelle, nous avons confirmé la régulation transcriptionnelle Rho-indépendante du gène 
ZmpI par son riborégulateur Cdi1-12 in vitro et que la présence d’une concentration 
intracellulaire élevée de c-di-GMP provoque une répression de l’expression du gène ZmpI via 
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le riborégulateur Cdi1-12. Pour cela, nous avons proposé un modèle de régulation de 
l'expression du gène ZmpI par le riborégulateur Cdi1-12 (figure 25). A la lumière de ces résultats 
et les résultats des études récentes portants sur la fonction du gène ZmpI et son rôle dans des 
mécanismes essentiels tels que le phénotype d’attachement et de détachement, des études 
ultérieures demeurent enviables pour vérifier la présence ou non d’un lien entre la régulation c-
di-GMP dépendante de ZmpI via le riborégulateur Cdi-12 et la modulation des facteurs de 
virulence chez C. difficile. De plus, le riborégulateur Cdi1-1 sera étudié plus en détail afin de 




Figure 25. Modèle proposé de régulation de l'expression du gène ZmpI par le riborégulateur 
Cdi1-12. 
Quand le riborégulateur est dans sa forme non liée, le gène ZmpI est transcrit, et la protéine Zinc-
métalloprotéase est synthétisée. La protéine va aller cliver les adhésines et détacher la cellule, ce 
qui engendre la mobilité de la bactérie. Cependant, quand le c-di-GMP lie le riborégulateur la 
transcription du gène et la synthèse la protéine seront inhibées, et cela favorise la forme sessile de 







Dans notre étude, nous avions comme objectif d’approfondir les connaissances sur le 
riborégulateur c-di-GMP, principalement celui qui se trouve dans le génome de l’agent pathogène 
du C. difficile. L’importance du messager secondaire dans cette bactérie nous a attiré l’attention, 
vu que ce dernier est impliqué directement dans deux processus importants pour la virulence 
comme la mobilité et la formation du biofilm. De plus, les deux types des riborégulateurs c-di-
GMP sont fortement présents, ce qui suggère que ces ARNs ont un rôle considérable de la 
régulation génique. 
 
Ce projet de recherche nous a permis de répondre aux deux objectifs suivants : 1)  la caractérisation 
structurale des deux riborégulateurs Cdi1-1 et Cdi1-12 et 2) la détermination du mécanisme dans 
régulation du riborégulateur Cdi1-12 in vitro et in vivo. 
 
Nos résultats de l’essai de prédiction de la structure ont montré que dans le cas des deux 
riborégulateurs, la liaison du ligand favorise la formation d’un terminateur de transcription 
intrinsèque tandis que l’absence du ligand engendre la formation d’une tige boucle, qui empêche 
la formation à la fois de la tige P1 et la tige terminatrice. Ces résultats devaient être confirmés. 
Pour le riborégulateur Cdi1-12, nous avons montré que la présence du ligand entraîne des 
changements de conformation, pour le simple fait que l’aptamère de ce dernier est capable de 
reconnaître et lier le c-di-GMP avec une très bonne affinité. Cependant, le riborégulateur Cdi1-1 
ne semble pas capable de lier le ligand, vu que la présence de ce dernier n’a entraîné aucune 
modification structurale observable. Nous avons ainsi montré que la transcription du gène ZmpI est 
inhibée lorsque le c-di-GMP est ajouté. En effet, nos résultats de transcription in vitro montre 
l’apparition d’un transcrit abortif en présence du ligand, alors nous avons proposé un mécanisme 
de régulation transcriptionnel Rho-indépendant. Ce mécanisme proposé a été confirmé avec les 
résultats de l’essai β-galactosidase sur la régulation de l’expression du gène ZmpI. La présence des 
concentrations élevées de c-di-GMP dans la cellule a entraîné une diminution significative dans 
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l’activité β-galactosidase. L’effet riborégulateur, dans ce cas, a été confirmé avec une délétion  
complète de ce dernier, où aucun effet c-di-GMP dépendant n’a été observé.  
 
Malheureusement, nous n’avons pas été capables de déterminer le mécanisme de régulation du 
riborégulateur Cdi1-1, puisque les résultats des essais in vitro n’ont montré aucune interaction 
ligand/riborégulateur, et aucun effet c-di-GMP sur la transcription du gène CD1990. Ainsi, nous 
n’avons observé aucune régulation ligand-dépendante lors des essais β-galactosidase, malgré que 
dans l’étude (Soutourina et al., 2013), les chercheurs ont remarqué une augmentation de 
l’expression génique dans des concentrations intracellulaires élevées de c-di-GMP. Plusieurs 
questions à propos de ce riborégulateur restent non résolues et plusieurs aspects restent à 
investiguer, pour pouvoir expliquer ces résultats vis-à-vis l’effet c-di-GMP précédemment observé 
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